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Abstract During this work I thoroughly characterized various members of a so far uncharacterized class of histidine kinase rhodopsins (HKRs) from unicellular green algae. By means of sequence comparisons many similarities concerning the protein architecture of HKRs could be identified. Consequently, the up to now investigated HKRs form a new group of hybrid histidine kinases whose N-terminal sensory domain is a microbial rhodopsin. On the basis of the included protein domains a light induced signal transduction in terms of a phosphoryl-group transfer is assumed. The absorptive properties of the rhodopsin domains that were unraveled within this work should be related to their regulatory function. The recombinant rhodopsin fragment of Cr-HKR1 from Chlamydomonas reinhardtii is defined by the existence of two stable states with quite different absorbance. They can be converted between each other by application of the suitable light source. The dark form of Cr-HKR1 has an absorbance maximum in the blue region of the spectrum (485-490 nm). Unexpectedly, the second stable state comprises a deprotonated retinal Schiff base (RSB) which result in an absorbance maximum in the UVA-region of the spectrum (380-400 nm). Extended spectroscopic studies revealed the heterogeneity with regard to the chromophore configuration of the retinal bound in the protein after illumination. This suggests the existence of two parallel photocycles in Cr-HKR1. In either of these photocycles a light-induced isomerization around the C13=C14-double bond of the retinal is comprised. A change between the two photocycles can be achieved by an additional isomerization around the C15=N-bond of the RSB from anti to syn or vice versa. In Cr-HKR1 a peculiar situation in the region of the counter ion could be observed. This results in a combined function of the Schiff base near residue Asp239 as counter ion for the protonated RSB and as proton acceptor and proton donor during the deprotonation and reprotonation of the RSB. The second widely characterized HKR of this work is the Os-HKR from the marine picoalga 
Ostreococcus tauri. The heterologous expressed and purified Os-HKR rhodopsin domain shows an absorbance maximum at 505 nm in the dark state. Likewise Cr-HKR1 the Os-HKR can be interconverted between a long-lived deprotonated form (P400) and a protonated late intermediate (P560) by the alternate application of short-wavelength and long-wavelength light. The accumulated intermediates do not show a complete thermal stability. A slow recovery of the D505 dark state from P400 over P560 occurs. As in Cr-HKR1 vibrational spectroscopy data indicate the chromophore heterogeneity and the existence of two parallel photocycles also in Os-HKR. Surprisingly Os-HKR was found to be highly salt dependent: The thermal conversion from the late P560-state to the D505-state was only observed in the presence of monovalent anions that were consequently bound inside the protein. During the slow photocycle reactions the transient release of the anion occurs. Thereupon it could be differentiated between anion dependent and anion independent intermediates and transitions. These reactions depend on the presence of the two Schiff base near carboxyl-groups ofthe residues Glu181 and Asp314. The strong pH-induced changes on the observed photoreactions could possibly assign the bivalent function of Os-HKR as regulatory domain on the one hand and as functional Chloride pump on the other hand. The closely related Mp-HKR from the other marine picoalga (Micromonas 
pusilla) does not show this anion-dependency. No transition from the 560 nm-state to the 505 nm absorbing state was observed. The 560 nm-state represents the dark state. Due to their pronounced photochromic properties, the here presented HKRs have the potential to act as effective molecular switches for the downstream signal transduction domains in response to a changing ratio of UV and blue light. 
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Zusammenfassung Die vorliegende Arbeit behandelt die Erstcharakterisierung verschiedener, bis zu diesem Zeitpunkt weitgehend unerforschter Histidinkinase-Rhodopsine (HKRs) aus einzelligen Grünalgen. Anhand von Sequenzvergleichen der Proteine konnten viele Gemeinsamkeiten zwischen Vertetern der HKRs hinsichtlich ihrer Proteinarchitektur festgestellt werden. Folglich stellen die bisher betrachteten HKRs spezielle Hybrid-Histidinkinasen dar, deren N-terminale sensorische Domäne ein mikrobielles Rhodopsin ist. Eine lichtgesteuerte Signaltransduktion in Form eines Phosphoryl-Gruppen-Transfers wird aufgrund der enthaltenen Domänen vermutet. Die im Rahmen dieser Arbeit identifizierten absorptiven Eigenschaften der charakterisierten Rhodopsin-Domänen könnte eine Anpassung an diese regulatorischen Aufgaben darstellen. Das rekombinante Protein-Fragment der Rhodopsin-Domäne von Cr-HKR1 aus dem Organismus Chlamydomonas reinhardtii besitzt zwei thermisch stabile Absorptionsformen, die mit den passenden Lichtquellen ineinander konvertiert werden können. Die Dunkelform von Cr-HKR1 zeigt ein Absorptionsmaximum im blauen Bereich des Spektrums (485- 490 nm). Ungewöhnlicherweise besitzt der zweite der beiden stabilen Zustände eine deprotonierte Schiff’sche Base und weist ein Absorptionsmaximum im UVA-Bereich des Spektrums (380-400 nm) auf. Erweiterte UV/Vis-spektroskopische und schwingungs-spektroskopische Analysen deckten eine Heterogenität hinsichtlich der im Protein gebundenen Chromophor-Konfiguration nach erfolgter Belichtung auf. Daraus folgt die Existenz von zwei parallelen Photozyklen in Cr-HKR1, die jeweils eine lichtinduzierte Isomerisierung um die C13=C14-Doppelbindung des Retinals mit einschließen. Ein Wechsel zwischen den beiden Photozyklen ist über eine zusätzliche Isomerisierung um die C15=N-Bindung der Schiff’schen Base möglich. Die besondere Situation in der Gegenion-Region führt zu einer gleichzeitigen Funktion des Schiffbasen nahen Asp239 als Gegenion der Schiff’schen Base sowie als Protonakzeptor und Protondonor im Prozess der De- und Reprotonierung des Schifbasen-Protons. Das zweite im Rahmen dieser Arbeit ausführlich charakterisierte HKR ist das Os-HKR aus der marinen Picoalge Ostreococcus tauri. Die heterolog exprimierte und aufgereinigte Rhodopsin-Domäne weist ein Absorptionsmaximum bei 505 nm im Dunkelzustand auf. Ähnlich wie Cr-HKR1 lässt sich auch Os-HKR mit Hilfe von kurz- und langwelligen Lichtquellen zwischen einer langlebigen deprotonierten Spezies (P400) und einem protonierten späten Intermediat (P560) konvertieren. Die hierbei angereicherten Intermediate sind jedoch thermisch nicht vollständig stabil, sondern es erfolgt eine langsame Rückkehr (im Minutenbereich) von P400 über P560 in den Dunkelzustand D505. Wie in Cr-HKR1 deuteten schwingungsspektroskopische Analysen auf eine heterogene Chromophorkonfiguration und die Existenz von zwei parallelen Photozyklen hin. Überraschenderweise konnte in Os-HKR eine ausgeprägte Salz-Abhängigkeit festgestellt werden. So findet der thermische Übergang aus dem P560- in den D505-Zustand nur in Anwesenheit von monovalenten Anionen statt, welche im Protein gebunden werden. Während des langsamen Photozyklus kommt es zu einer transienten Abgabe und Wiederaufnahme der Anionen, woraufhin Anion-abhängige und Anion-unabhängige Übergänge und Intermediate unterschieden werden konnten. Diese Reaktionen sind unter anderem abhängig von der Anwesenheit der beiden Schiffbasen nahen Carboxyl-Gruppen der Aminosäuren Glu181 und Asp314. Die deutlichen pH-induzierten Effekte auf die beobachteten Reaktionen nach Anregung von Os-HKR könnte auf eine bivalente Funktion von Os-HKR als sensorische, regulierende Domäne einerseits und als funktionelle Chlorid-Pumpe andererseits hindeuten. Das nahe verwandte Mp-HKR aus Micromonas pusilla zeigt diese Chlorid-Abhängigkeit nicht. Hier wird kein Übergang aus dem 560 nm-Zustand in den 505 nm-Zustand beobachtet, sondern der 560 nm-Zustand ist der Dunkelzustand. Die in dieser Arbeit untersuchten HKRs haben infolge ihrer deutlich ausgeprägten Photochromie das Potential, als wirksame molekulare Schalter für die nachfolgenden signaltransduktorischen Domänen zu agieren.   
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1. Einleitung 
1.1 Leben benötigt Sonnenlicht Als einzige externe Energiequelle für die Entstehung und die Erhaltung von Leben auf der Erde steht das Sonnenlicht zur Verfügung. Zur Nutzbarmachung dieser Energie haben Organismen Mechanismen entwickelt, welche die Strahlungsenergie des Lichtes in chemisch gebundene Energie konvertieren können. So bildet der Prozess der Photosynthese die Grundlage der Energiegewinnung und des Wachstums für die photosynthetisch aktiven Organismen durch die Fixierung von Kohlenstoffdioxid und seine Umwandlung in organische Materie durch die Verwendung der Lichtenergie. Die Existenz dieser Primärproduzenten im Ökosystem ist als Nahrungsgrundlage für alle weiteren Lebewesen unerlässlich. Die große Variabilität der photosynthetisch aktiven Organismen (Bakterien, Cyanobakterien, Algen, Pflanzen) hinsichtlich ihrer Organisation (einzellig oder mehrzellig) und ihres Lebensraumes (aquatisch oder terrestrisch) erforderte die Anpassung an die verschiedenen Bedingungen, um eine optimale Nutzung des Umgebungslichtes zu gewährleisten. Dadurch war zusätzlich zu dem eigentlichen Photosynthese-Apparat die Entwicklung von verschiedenen Photorezeptoren notwendig. Die Aufgabe der Photorezeptoren besteht in der Aufnahme der Lichtinformation, welche die Qualität und die Quantität der Strahlung registrieren und wiedergeben kann. Über die Signaltransduktion wird diese Lichtinformation in biologische Signale umgewandelt, die in der Zelle die entsprechenden Anpassungsreaktionen auslösen können [1]. Die Art des Photorezeptors muss an die jeweilige Aufgabe durch Expression, Lokalisation, Architektur und Absorptionsmaximum angepasst sein. Tiere haben Photorezeptoren entwickelt, die ihnen die Wahrnehmung und gegebenenfalls Orientierung in der Umgebung sowie die Anpassung an circadiane Schwankungen ermöglicht.   
1.2 Pflanzliche Photorezeptoren Besonders für Pflanzen sind Photorezeptor gesteuerte Anpassungsmechanismen erforderlich, da sie von der Anwesenheit des Lichtes aufgrund ihrer photosynthetischen Aktivität abhängig sind. Infolge der Immobilität sessiler Pflanzenarten sind sie nur eingeschränkt zu einer Änderung der räumlichen Gegebenheiten in der Lage [2] und müssen an die vorliegenden Lichtverhältnisse adaptieren können. Motile einzellige Algen hingegen haben die Möglichkeit, über gerichtete Flagellenbewegungen aktiv phototaktische oder photophobe Reaktionen zu zeigen. Im Pflanzenreich haben sich eine Vielzahl an Photorezeptoren entwickelt, die ihnen die Wahrnehmung von Licht in verschiedenen Bereichen des elektromagnetischen Spektrums ermöglichen [3]. So können sie die Photoperzeption von UVB-, UVA-, blauem, grünem, rotem und dunkelrotem Licht hinsichtlich seiner Qualität, Intensität und Herkunftsrichtung leisten [2][4][5]. Durch die Wahrnehmung des Lichtes werden Entwicklungs- und Wachstumsprozesse im Lebenszyklus der Pflanzen, die Photomorphogenese, gesteuert. Für die strukturierte Kontrolle dieses Signaltransduktionsnetzwerkes ist das Zusammenspiel verschiedener Photorezeptoren notwendig [6]. Besonders die zahlreichen Studien in dem pflanzlichen Modellorganismus Arabidopsis thaliana haben zur Identifikation der einzelnen photosensorisch wirksamen Proteine und zur Aufklärung dieses Netzwerkes beigetragen. Die abweichende Licht-Sensitivität ergibt sich zumeist aus einer spezifischen Kombination des jeweiligen Apoproteins mit einem lichtsensitiven Kofaktor, der in dem Protein kovalent oder nichtkovalent gebunden 
Pflanzliche Photorezeptoren 
2  
vorliegt. Dieser sogenannte Chromophor besitzt ein System aus konjugierten Doppelbindungen oder aromatischen Molekülen, was eine Anregung der π-Elektronen durch selektive Lichtabsorption ermöglicht. Die benötigte Energie für den Elektronenübergang resultiert aus den Eigenschaften des Chromophors im Zusammenhang mit seiner Interaktion mit umliegenden Aminosäure-Reste im Protein. Die notwendige Anregungsenergie bestimmt die Absorptionseigenschaften des jeweiligen Photorezeptors. Diese können sich meist reversibel durch lichtabhängige Isomerisierungen und strukturelle Konvertierungen photochemisch verändern. Im Folgenden sollen kurz einige pflanzenspezifische Photorezeptorfamilien vorgestellt werden.  
 Abb. 1.1 Ausschnitt des elektromagnetischen Spektrums des Sonnenlichtes. Farbig gekennzeichnet ist der sichtbare Anteil der Strahlung. Die wichtigsten bekannten pflanzlichen Photorezeptoren mit ihren Kofaktoren sind der ungefähren wellenlängenspezifischen Sensitivität zugeordnet. Die grün gekennzeichneten Photorezeptoren treten nur in Algen, nicht in höheren Pflanzen auf (Abb. erstellt nach [7]).  Phytochrome wurden als die Photorezeptoren beschrieben, deren Sensitivität am weitesten in den roten/dunkelroten Bereich des Spektrums ausgedehnt ist. Die N-terminal gelegene modulare Abfolge verschiedener PAS-, GAF- und einer PHY-Domäne bilden zusammen mit dem Phytochromobilin als Kofaktor den konservierten photosensorischen Teil des Phytochroms. An diese ist C-terminal eine Histidinkinase-ähnliche Domäne angeschlossen, welche die nachfolgenden lichtregulatorischen Prozesse steuert [8] [9]. Lichtabhängig findet ausgehend von der photosensorischen Domäne eine Konvertierung zwischen dem rot absorbierenden Pr-
Zustand (λmax = 650-670 nm) und dem dunkelrot absorbierenden Pfr-Zustand (λmax = 700-730 nm) statt, deren Verhältnis zueinander die Proteinaktivität steuert [10] [8]. Die ausgeprägte Photochromie ist eine Folge der lichtinduzierten, reversiblen Isomerisierung des Bilins. Das gemessene Verhältnis zwischen rotem und dunkelrotem Licht kann die jeweilige Situation der Pflanze hinsichtlich der Konkurrenz mit benachbarten Pflanzen um das photosynthetisch wirksame Rotlicht widerspiegeln und entsprechende Anpassungsreaktionen/Photomorpho-genese steuern [11]. In Algen erfordert das Leben unter aquatischen Bedingungen veränderte Anforderungen an die Photorezeptoren. Dies führte zu der evolutiven Entwicklung von Phytochromen mit kurzwellig verschobenen Absorptionsspektren, da rotes Licht in tiefere Gewässerschichten nicht vordringen kann. Ein breites Spektrum von Phytochromen mit verschiedenen Wellenlängensensitivitäten (Absorption von Orange bis in den blauen Bereich) konnte kürzlich in eukaryotischen Algen identifiziert werden [12]. Die Cryptochrome sind für die Perzeption von UVA-, blauem und grünem Licht verantwortlich [13], [14]. Ihre N-terminale photosensorische PHR-Domäne bindet nichtkovalent ein FAD-Molekül als Chromophor sowie ein Methenyltetrahydrofolat (MTHF) als Antennenpigment [15]–[17].  
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Die Photorezeptor-Domäne zeigt strukturelle Übereinstimmungen mit bakteriellen DNA-Photolyasen [13], [18], ohne allerdings eine DNA-Reparatur-Aktivität aufzuweisen [4]. Darüber hinaus verfügen sie über einen C-terminal verlängerten Bereich, der aufgrund von drei konservierten Aminosäure-Motiven als DAS-Sequenz [19] bezeichnet wird. Cryptochrome sind sowohl in Pflanzen als auch in Tieren weit verbreitet und sie sind als pflanzliche Photorezeptoren an der Steuerung der circadianen Rhythmik, der Deetiolierung der Keimlinge und der Blütenbildung in den Pflanzen beteiligt [4]. Im Gegensatz dazu besitzt eine Unterfamilie der Cryptochrome, die sogenannten DASH Cryptochrome (Cry-DASH), eine enzymatische DNA-Reparatur-Aktivität [20], [21]. Ihnen fehlt die C-terminale DAS-Region [22].  Als weitere wichtige Blaulichtrezeptoren konnten die Phototropine beschrieben werden. Sie sind ausschließlich in Organismen der Viridiplantae, also in Grünalgen und Landpflanzen zu finden. Sie zeigen ebenfalls eine modulare Proteinarchitektur und sind aus je zwei Light-Oxygen-
Voltage (LOV)-Domänen aufgebaut, die über eine kurze α-Helix (Jα) mit einer Serin/Threonin-Kinase als Effektor-Domäne verbunden sind [23]. Die lichtabsorbierenden Eigenschaften sind durch die LOV-Domänen determiniert, die jeweils nichtkovalent ein FMN-Molekül binden [23]. Die Aktivierung der Photorezeptordomäne durch Blaulicht ist gefolgt von einer Phosphorylierung der Kinase-Domäne. Phototropin steuert die Ausrichtung der Pflanzen in Richtung der Lichtquelle [24], Chloroplasten-Bewegungen innerhalb der Pflanzenzellen und das Schließen der Stomata in den Blättern bei Belichtung [25]. In der einzelligen Grünalge 
Chlamydomonas reinhardtii konnte kürzlich ein Zusammenhang zwischen der Blaulicht-induzierten Phototropin-Aktivität und der relativen Größe (im Vergleich zur Zellgröße) zum Augenfleck beschrieben werden [26]. Der Augenfleck ist ein Zellorganell, welches spezialisiert ist auf die Lichtperzeption und welches wichtig ist für die phototaktischen Reaktionen der Algen [27]–[29]. In der Augenfleckregion sind Photorezeptoren in hoher Zahl und Konzentration gebündelt [30]. Durch die Phototropin-regulierte Reduzierung der Größe des Augenflecks und die herunterregulierte Expression des die Phototaxis-steuernden Kanalrhodopsins 1 wird eine Desensibilisierung des Augenflecks unter lang anhaltendem Blaulicht vermutet [26]. Zusätzlich beeinflusst das blaulichtaktivierte Phototropin in C. reinhardtii die Gameten-Bildung während des Überganges vom vegetativen in den sexuellen Lebenszyklus [31] (siehe Abschnitt 1.5.1). Die Photorezeptoren der ZEITLUPE-Familie (ZTL, FKF1 und LKP2) sind Blaulichtrezeptoren, die über Stabilisierung bzw. Degradation photoperiodisch wirksamer Proteine einen Einfluss auf den Zeitpunkt der Blütenbildung nehmen [32]–[34]. Die Vertreter der ZEITLUPEN-Familie verfügen ebenfalls über eine Flavin-bindende LOV-Domäne zur Photoperzeption und weisen C-terminal eine F-Box-Domäne [35] und Wiederholungen von Kelch-Motiven [36]–[38] auf. Zusätzlich zu den energetischen Vorteilen, die das Licht den Organismen bietet, können besonders die kurzwelligen Strahlungsanteile des Sonnenlichtes nachhaltige Schäden des Erbmaterials hervorrufen. In diesem Zusammenhang konnte in Arabidopsis thaliana der Photorezeptor für UV-B-Licht UVR8 [39], [40] beschrieben werden, der wichtige Stress-Antworten bei der Exposition der Pflanzen mit kurzwelliger Strahlung reguliert [41], [42]. Die strukturelle Analyse konnte den ungewöhnlichen Mechanismus dieses Photorezeptors aufklären [43]. UVR8 nutzt anstelle eines in Photorezeptoren üblichen Kofaktors aromatische Aminosäuren, für die Absorption der UVB-Strahlung. Eine Anordnung von 14 Tryptophan-Resten bildet die photosensorische Grundlage. Im Dunkelzustand liegt der Photorezeptor als Dimer vor, von denen jedes Monomer eine propellerartige Struktur mit jeweils 7 Rotorblättern aufweist. Nach UV-B-Lichteinwirkung ändert sich die Struktur der salzbrückenstabilisierten Dimerisierungsregion und es kommt zur Monomerisierung [43] und einer Verlagerung der Moleküle aus dem Cytosol in den Nukleus [44], [45].  
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Die Belichtung mit UV-B-Licht ist notwendig zum Start der regulatorischen Prozesse. Pflanzen, denen durch Mutationen das UVR8-Protein fehlen, zeigen deutliche photomorphologische Veränderungen im Vergleich zum Wildtyp [46] und eine verringerte UV-B-Toleranz [40], [43]. Die membranständigen Rhodopsine existieren im Pflanzenreich ausschließlich in Algen wohingegen Landpflanzen keine Rhodopsine aufweisen. Die Algenrhodopsine zeigen bis auf wenige Ausnahmen (siehe Abschnitt 1.5.1.1) Homologien zu den mikrobiellen Typ I-Rhodopsinen [47], [48], die in den verschiedensten Mikroorganismen zu finden sind. Sie besitzen eine übereinstimmende Architektur aus je sieben transmembranen Helices, die über einen konservierten Lysin-Rest die kovalente Bindung zu dem Chromophor in Form einer Schiff‘schen Base ausbilden. Der Chromophor, das Vitamin A-Derivat Retinal, bestimmt über seine Konformation und die verschiedenen Wechselwirkungen mit den umgebenden Aminosäuren die Absorptionseigenschaften des Photorezeptors. Hierbei entstehen Varianten, die einen weiten Wellenlängenbereich des Spektrums abdecken (Absorption von UVA-Licht bis Rotlicht, Abb. 1.1). Die bekanntesten Algenrhodopsine sind die zuerst in Chlamydomonas 
reinhardtii entdeckten Kanalrhodopsine, die als lichtaktivierte Kationenkanäle die Phototaxis-/Photophobie-Reaktionen der einzelligen Algen steuern. Weitere Aufgaben, strukturelle Merkmale und die Funktionsweise der mikrobiellen Rhodopsine werden an späterer Stelle genauer erläutert (siehe Abschnitt 1.3.1).  
1.3 Retinalproteine als Photorezeptoren Retinalproteine sind für wissenschaftliche Untersuchungen von besonderem Interesse, da diese Form der Photorezeptoren auch die menschliche visuelle Wahrnehmung steuert. Rhodopsine sind in Organismen aus nahezu allen Bereichen der belebten Umwelt zu finden [49]. Alle bekannten Rhodopsine haben übereinstimmende strukturelle Grundeigenschaften. Sie setzen 
sich aus dem Apoprotein (Opsin) mit sieben transmembranen α-Helices und dem Retinal als kovalent gebundenem Chromophor zusammen [48], [50]. Das Retinal wird über Spaltung des Vorläufer-Moleküls β-Carotin gebildet und ist über eine Schiff’sche Base an die freie Aminogruppe eines konservierten Lysin-Rest in der jeweiligen Helix 7 des Apoproteins gebunden. In den meisten photochemischen Grundzuständen der Retinalproteine liegt die Schiff’sche Base protoniert vor. Durch Absorption eines Photons werden photochemische Prozesse aktiviert, die eine Isomerisierung des Retinals und häufig eine transiente Deprotonierung der Schiff’schen Base zur Folge haben [51].  Es existieren zwei grundsätzlich verschiedene Typen von Retinalproteinen. Hierbei erfolgt die Unterteilung in die mikrobiellen (Typ I-) Rhodopsine und die Typ II-Rhodopsine tierischen Ursprungs. Trotz der grundlegenden Architektur als sieben-transmebran-helicale Proteine der Rhodopsine unterschiedlicher Herkunft lassen sich keinerlei Sequenzhomologien zwischen den Typ I- und den Typ II-Rhodopsinen detektieren [52]–[55]. Daher wurde im Allgemeinen eine analoge Entwicklung der beiden Rhodopsin-Typen vorausgesetzt. Auch die photochemischen Eigenschaften und Reaktionen unterscheiden sich deutlich voneinander, was zu abweichenden Mechanismen der lichtabhängigen Signaltransduktion führt [51]. Neuere Untersuchungen diskutieren allerdings die Möglichkeit eines gemeinsamen Vorläufer-Rhodopsins, basierend auf den strukturellen Gemeinsamkeiten [56].  
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 Abb. 1.2 Retinal in mikrobiellen und tierischen Rhodopsinen. Bildung von all-trans- (links) und 11-cis-Retinal (rechts) durch Spaltung des Vorgängermoleküls β-Carotin. Nach Ausbildung der Schiff’schen Base stellt die lichtinduzierte Hauptreaktion von mikrobiellen Rhodopsinen zumeist eine Isomerisierung um die C13=C14-Doppelbindung, von all-trans- zu 13-cis-Retinal, dar. In tierischen Rhodopsinen wird im Allgemeinen 11-cis-Retinal im Dunkelzustand gebunden und die Absorption eines Photons führt zu einer Isomerisierung um die C11=C12-Doppelbindung des Retinals, also einer 11-cis- zu all-trans-Retinal-Isomerisierung (Abb. wurde verwendet mit Erlaubnis von [51], Copyright (2014), American Chemical Society).  So wird im Dunkelzustand der mikrobiellen Rhodopsine in den meisten Fällen all-trans-Retinal als dominierende Retinalform gebunden. Die Absorption eines Photons führt zu einer Isomerisierung des Retinals um die C13=C14-Doppelbindung und zu einer Bildung von 13-cis-Retinal (Abb. 1.2 links). Die weitere Folge sind meist eine Deprotonierung der Schiff’schen Base und strukturelle Änderungen im Protein-Rückgrat, die spezifische funktionelle Prozesse der Rhodopsine in Gang setzen. So kommt es nach Lichtaktivierung zum Ablauf einer Kaskade von photochemischen und thermischen Reaktionen, die meist am Ende der Kaskade (des Photozyklusses) wieder in den Ausgangszustand zurückführen (Dunkeladaptation). Im Gegensatz dazu wird in tierischen Rhodopsinen zumeist 11-cis-Retinal im Dunkelzustand gebunden und es erfolgt eine lichtinduzierte Isomerisierung zu all-trans-Retinal Abb. 1.2 rechts)  [57]. Die Typ II-Rhodopsine stellen eine spezialisierte Form der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) dar [54] und sollen am Beispiel der Vertebraten-Rhodopsine des Auges im Rahmen dieser Arbeit nur kurz erläutert werden (Abb. 1.3). Sie sind im Vertebraten-Auge in den scheibenförmigen Membran-Stapeln (Disks) der äußeren Segmente der Stäbchen- und Zapfen-Zellen der Retina lokalisiert [58]. Die Isomerisierung des Retinals und die Deprotonierung der Schiff’schen Base führen zur Bildung des aktiven Signalzustandes des Rhodopsins über daraus hervorgehende konformationelle Änderungen im Protein. Daraus folgt die Aktivierung des interagierenden G-Proteins Transducin durch den Austausch eines gebundenen GDP-Moleküls gegen ein GTP-Molekül. Es kommt zur Dissoziation der GTP-bindenden α-Untereinheit des Transducins, welche eine cGMP-spezifische Phosphodiesterase aktiviert [59], [60]. Die aufgrund der enzymatischen Hydrolyse des cGMPs zu GMP sinkende cGMP-Konzentration führt zur 
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Schließung der cGMP-gesteuerten Kationen-Kanäle in der Cytoplasmamembran der äußeren Segmente der Stäbchen- bzw. Zapfen-Zellen [61], [62]. Die Generierung eines elektrischen Signals durch die Hyperpolarisation der Zellen ist die Folge [63]. Im weiteren Verlauf kommt es im Rhodopsin zu einer Hydrolyse der Schiff’schen Base und dem Zerfall der kovalenten Bindung zwischen Opsin und Retinal. Das all-trans-Retinal muss in angrenzenden retinalen Pigmentepithel Zellen zu 11-cis-Retinal regeneriert werden, bevor es zur erneuten Bindung in den Photorezeptoren kommt [64]. Leichte Variationen der Rhodopsine führten zur Entwicklung der hochsensitiven Photorezeptoren in den Stäbchen, die für das Hell-Dunkel-Sehen bzw. Dämmerungssehen verantwortlich sind und der Photorezeptoren in den Zapfen, deren Sensitivität in verschiedenen spektralen Regionen liegt, um das Farbensehen zu ermöglichen [65], [66].   
 Abb. 1.3 Schema der Phototransduktion in Vertebraten. Schematische Darstellung der Phototransduktion an der Membran-Disk des äußeren Segments (OS) der Stäbchen-Zellen (IS: inneres Segment; SE: synaptische Endpunkte) der Retina im Vertebraten-Auge (A). Die Lichtaktivierung des Rhodopsins (R*) führt zur Bindung eines GTP-Moleküls im G-Protein Transducin (G). Die 
aktive α-Untereinheit des Transducins (G*) aktiviert daraufhin eine Phosophodiesterase (PDE; G*-E*), welche die Hydrolyse von cGMP zu GMP katalysiert. Der sinkende cGMP-Spiegel führt zu einem Schließen der cGMP-gesteuerten Kanäle in der Cytoplasma-Membran des äußeren Segments der Stäbchen-Zelle. Die Guanylat-Cyclase (GC) wird bei sinkendem Ca2+-Spiegel durch guanylatcyclaseaktivierende Proteine (GCAPs) aktiviert. Abb. wurde verwendet mit Erlaubnis von [63], Copyright (2010), The American Physiological Society.   Zusätzlich zu den Rhodopsinen, welche die visuellen Prozesse steuern, sind bistabile Rhodopsine sowohl in Vertebraten als auch in Invertebraten stark verbreitet [67]. Hierbei handelt es sich ebenfalls um GPCRs, die eine Aktivität spezifischer G-Proteine regulieren [67]. Als Besonderheit weisen sie zwei thermisch stabile Zustände auf, die dem Dunkelzustand und dem aktiven Zustand zuzuordnen sind. Diese können durch entsprechende Belichtung ineinander konvertiert werden, ohne dass es zu einer Hydrolyse des Retinals kommt [68]. Ein Beispiel ist das in Vertebraten identifizierte Melanopsin [69], welches in Säugetieren in den intrinsischen photosensitiven Retinal-Ganglion-Zellen exprimiert wird [70], [71]. Es ist an der Steuerung von circadianen Prozessen [72], dem Pupillenreflex des Auges [73] und des Schlafverhaltens beteiligt [74]. 
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1.3.1 Mikrobielle Rhodopsine Die mikrobiellen Rhodopsine sind aufgrund der Diversität bezüglich ihrer Funktion, ihrer Verbreitung und ihrer vielfältigen Anwendungsmöglichkeiten in das Interesse sowohl der Grundlagenforschung als auch in der medizinischen Forschung gerückt. Wurden sie zunächst nur in halophilen Archaea entdeckt, konnten mikrobielle Rhodopsine im Zuge der fortschreitenden Genomsequenzierungen in aquatischen und terrestrischen Prokaryoten aber auch in eukaryotischen Organismen wie Grünalgen, Heterokonten, Pilzen und Amoeben identifiziert werden [51]. Aufgrund der Tatsache, dass sie alle die gleiche Grundstruktur aus sieben transmembranen Helices und einem kovalent gebundenem Retinal besitzen, waren die verschiedenen Aufgaben, die sie für die einzelnen Organismen ausführen können, nicht vorauszusehen. So können sie als lichtgetriebene Protonenpumpen zur Energiegewinnung der Zellen beitragen [75], [76] oder als lichtgetriebene Chlorid-Ionen-Pumpen für den osmotischen Ausgleich in den Zellen sorgen [77]. Die sensorischen Rhodopsine dienen als photosensorische Einheit und können lichtspezifische Zellreaktionen generieren und Signaltransduktions-kaskaden initiieren [78]. Eine Sonderform der sensorischen Rhodopsine, die Enzymrhodopsine, sind kovalent mit einem Effektor verbunden, der eine enzymatische Aktivität besitzt [79]. Die Kanalrhodopsine als direkt lichtgesteuerte Kation-Kanäle sind für phototaktische und photophobe Reaktionen verantwortlich [80], [81].  Die verschiedenen Mechanismen werden durch bestimmte Aminosäuren besonders an so genannten Schlüsselpositionen des Proteins festgelegt. Diese definieren entweder den Kanalcharakter und die Leitfähigkeit für bestimmte Ionen, den gerichteten und aktiven Transport bestimmter Ionen gegen einen Konzentrationsgradienten oder die Übertragung von lichtinduzierten Konformationsänderungen des Rhodopsins auf die nachgeschalteten Signaltransduktionsbereiche bzw. enzymatischen Domänen.  Die Sensitivität für eine bestimmte spektrale Region des elektromagnetischen Spektrums wird durch den Zustand der Schiff’schen Base und die Interaktion zwischen Chromophor und bestimmten Aminosäure-Seitenketten beeinflusst. Das kovalent gebundene Retinal liegt im Zentrum des Proteins in der Retinalbindetasche. Die Absorption eines Photons bestimmter Energie initiiert die photochemischen Prozesse, durch eine lichtinduzierte Anhebung der            
π-Elektronen auf das nächsthöhere Energieniveau. Die Effizienz des Lichtes unterschiedlicher Wellenlänge, diesen Übergang hervorzurufen bestimmt das Absorptionsspektrum des Proteins. Hinsichtlich der benötigten Energie für den Übergang in den angeregten Zustand spielen die 
Länge des konjugierten π-Elektronen-Systems, der Protonierungszustand der Schiff’schen Base und die Stabilisierung durch Reste in der Retinalbindetasche eine Rolle. Während Retinal bzw. ein Rhodopsinintermdiat mit deprotonierter Schiff’scher Base ein Absorptionsmaximum im erweiterten Bereich von UVA-Strahlung (ca. 360-400 nm) aufweist liegt es mit protonierter Schiff’scher Base im sichtbaren Bereich des Spektrums typischerweise zwischen 470 und 600 nm. Die große Variabilität des Absorptionsmaximums ist besonders auf Interaktionen der Schiff’schen Base mit den so genannten Gegenionen zurückzuführen [82], [83]. Deutliche Abweichungen treten vermehrt in Zuständen mit einer protonierten Schiff’schen Base auf, da grundsätzlich stärker ausgeprägte Interaktionen mit der Proteinumgebung als bei deprotonierter Schiff’scher Base gegeben sind. Negativ geladene Reste können im Bereich der positiv geladenen protonierten Schiff’schen durch eine Absenkung des Energieniveaus zu einer Stabilisierung des Grundzustandes führen. Das führt zu einer erhöhten Energiedifferenz, die auf dem Weg zum angeregten Zustand überwunden werden muss. Es muss demnach ein Photon höherer Energie absorbiert werden, um das erhöhte Energiniveau zu erreichen und es kommt zu einer Blauverschiebung (hypsochromen Verschiebung) des Absorptionsmaximums [84]–[86]. 
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Im angeregten Zustand ist hingegen eine Verschiebung der positiven Ladung in Richtung des β-Ionon-Ringes im Retinal zu verzeichnen [87], [88]. So können negativ geladene Aminosäure-Reste im Bereich des Ringes zu einer Absenkung des Energieniveaus des angeregten Zustandes führen (Abb. 1.4). Eine geringere Energiedifferenz zwischen Grundzustand und angeregtem Zustand ist die Folge, was an einem rotverschobenen (bathochrom verschobenen) Absorptionsmaximum zu erkennen ist. Die Ladungssituation in bestimmten Bereichen der Retinalbindetasche ist definiert durch die Anzahl und Lage von Aminosäuren mit freien geladenen Seitenketten. Die Ladung kann variieren indem beispielsweise saure Aminosäuren mit freien Carboxylgruppen ihren Protonierungszustand ändern. Der Protonierungszustand ist von dem jeweiligen pKa-Wert der Carboxylgruppe und dem pH-Wert der Umgebung abhängig. Umliegende Aminosäuren können sich bezüglich ihres pKa-Wertes gegenseitig beeinflussen, und es kommt häufig zu Änderungen von Protonierungszuständen im Zuge von photozyklischen Reaktionen.  
 Abb. 1.4 Strukturformel von all-trans-Retinal mit protonierter Schiff’scher Base. Die hauptsächlichen Einflussbereiche in protoniertem all-trans-Retinal durch negativ geladene Gegenionen (A); Vereinfachte schematische Darstellung der Auswirkungen von negativen Ladungen in den verschiedenen Bereichen der Retinalbindetasche bzw. der Schiff’schen Base auf die Energieniveaus des Grundzustandes (S0) und des angeregten Zustandes (S1) Abbildung erstellt nach [51]).   Durch Bildung des angeregten Zustandes werden die Voraussetzungen für die Isomerisierung um die C13=C14-Doppelbindung der Polyenkette des Retinals geschaffen [89], die in der Regel in einem Zeitbereich von Femtosekunden abläuft [90], [91]. Darauf folgen die spezifischen thermischen Prozesse, die den jeweiligen Photozyklus des Rhodpsins definieren [92]. Im Zuge dessen werden verschiedene Intermediate gebildet, die sich anhand ihrer Lebensdauern sowie ihrer strukturellen und spektroskopischen Eigenschaften voneinander unterscheiden.                 
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Sie ergeben sich aus der Struktur und definieren die damit verbundenen verschiedenen Aufgaben der Rhodopsine. So bildet beispielsweise eines der Intermediate in den sensorischen Rhodopsinen den aktiven Zustand für die Signaltransduktion [93]. Im Verlauf des Photozyklusses kommt es in den meisten Rhodopsinen zu einer transienten Deprotonierung der Schiff’schen Base, welche auf eine Änderung ihres pKa-Wertes zurückzuführen ist [94]. Dies ist spektroskopisch an dem Auftreten eines Intermediates mit deutlich hypsochrom verschobenem Absorptionsmaximum zu erkennen. Die Reaktionen werden im Allgemeinen mit der Regeneration des Dunkelzustandes abgeschlossen, die unter Reprotonierung der Schiff’schen Base und Reisomerisierung um die C13=C14-Doppelbindung des Retinals erreicht werden, so dass es zu einem vollständig beendeten Photozyklus kommt [91], [95]. Die unterschiedlichen Reaktionsgeschwindigkeiten und die zeitlichen Entwicklungen der einzelnen Intermediate führen zu stark abweichenden Zeitspannen für das Durchlaufen eines kompletten Photozyklus in den verschiedenen Rhodopsinen (Millisekunden bis Minuten) [51].  
1.3.1.1 Lichtgetriebene Ionenpumpen Die bestuntersuchte lichgetriebene Ionenpumpe ist die aus dem halophilen Archaeon 
Halobacterium salinarum stammende Protonenpumpe Bakteriorhodopsin (BR). Sie stellt das erste entdeckte und beschriebene mikrobielle Rhodopsin dar. Während der photozyklischen Abläufe kommt es zu einem Transport von Protonen aus dem Inneren der Zelle in den extrazellulären Raum, was beispielsweise zu der Ausbildung eines Protonengradienten nach Lichteinwirkung in den Zellen führt [75]. Dieser wird anschließend für die HATPase-abhängige Energiegewinnung genutzt [96]. Das BR-Absorptionsmaximum von 568 nm führt zu einer deutlichen violetten Färbung der Zellmembranen in hochexprimierenden Zellen, weswegen sie auch als Purpur-Membran bezeichnet wurde. Zahlreiche spektroskopische Untersuchungen, Mutagenesestudien und das Lösen der Kristallstruktur [97] haben die Schritte des vektoriellen Protonentransfers und die damit verbundenen Intermediate aufklären können [92], [98]–[101]. Die positive Ladung der protonierten Schiff’schen Base wird im BR-Dunkelzustand über einen Gegenion-Komplex unter Beteiligung der deprotoniert vorliegenden freien Carboxylat-Gruppen der Asparaginsäuren D85 und D212 stabilisiert. Die beiden positiven Ladungen der protonierten Schiff’schen Base und der Seitenkette des Arginins 82 bilden mit den negativ geladenen Carboxylat-Gruppen von D85 und D212 einen elektrischen Quadrupol [51]. Die Belichtung setzt durch Bildung des angeregten Zustandes die weiteren photozyklischen Prozesse in Gang. Es erfolgt unter Isomerisierung im Femtosekundenbereich des all-trans-Retinals der Übergang in die frühen rotverschobenen Intermediate J- und K-Zustand und unter Relaxation des verdrehten Chromophors wird im Zeitfenster von Mikrosekunden der L-Zustand gebildet. Der Chromophor liegt in diesen frühen Photoprodukten als 13-cis-Retinal mit einer protonierten Schiff’schen Base vor. Es kommt im Zuge der Isomerisierung und strukturellen Umorientierungen zu einer Absenkung des pKa-Wertes der Schiff’schen Base und einer Erhöhung des pKa-Wertes des deprotoniert vorliegenden Gegenions Aspartat 85, woraufhin der Protontransfer von der Schiff’schen Base auf die Carboxylat-Gruppe des D85 (Protonakzeptor) erfolgt (Schritt 1 Abb. 1.5 B) [102], [103]. Der deprotonierte M-Zustand mit einem deutlich blau-verschobenen Absorptionsmaximum wird gebildet. Bei dem Übergang von dem M- in den N-Zustand kommt es zur Abgabe eines Protons in den extrazellulären Raum durch die sogenannte 
Proton-Release-Gruppe (Schritt 2 Abb. 1.5 B) [104] und die Schiff’sche Base des 13-cis-Retinals wird von der protoniert vorliegenden Carboxyl-Gruppe des Aspartat 96 (Protondonor) reprotoniert (Schritt 3 Abb. 1.5 B) [105].  
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 Abb. 1.5 Die Protonenpumpe Bakteriorhodopsin als Modellprotein. Schematische Darstellung der Protonenpumpe Bakteriorhodopsin (A) und wichtiger Protonenübertragungs-schritte während des lichtinduzierten Protonentransportes in der BR-Kristallstruktur (1KGB [106]; B). Intermediate des BR-Photozyklusses mit ihren Absorptionsmaxima und den Zeitkonstanten für den Übergang in das folgende Intermediat (C). (Abbildung erstellt nach [77], [107])  Der folgende Übergang in den O-Zustand ist durch die Reisomerisierung des Retinals zum all-
trans-Isomer und der Aufnahme eines Protons aus dem Cytoplasma bestimmt, welches für die Reprotonierung der freien Carboxylat-Gruppe des Protondonors D96 sorgt (Schritt 4 Abb. 1.5 B). Der Protontransfer von dem D85 (Protonakzeptor) auf die Proton-Release-Gruppe stellt die negative Ladung des D85 wieder her, welches im deprotonierten Zustand wieder als Gegenion für die Schiff’sche Base wirken kann (Schritt 5 Abb. 1.5 B). Der Dunkelzustand wird nach dem Ablauf dieser aufeinander folgenden Schritte innerhalb weniger Millisekunden nach dem Lichtimpuls regeneriert. Mit dem Protonentransfer und der Isomerisierung sind strukturelle Änderungen verbunden, die den gerichteten Transport möglich machen. So ist die Schiff’sche Base des Proteins nur in der späten Phase des M-Zustandes und im N-Zustand zugänglich für Protonen von der intrazellulären Seite des Proteins. Die strukturellen Änderungen in diesen Intermediaten dienen der Aufnahme eines Protons aus dem intrazellulären Raum. Eine Zugänglichkeit zur extrazellulären Seite weist es in den restlichen Teilen des Photozyklus auf, was die Abgabe des Protons ermöglicht. An dem Transportmechanismus sind mehrere interne Wassermoleküle beteiligt, die zu der veränderten Zugänglichkeit des Proteins nach Lichteinwirkung beitragen [108]–[110]. In längeren Dunkelphasen kommt es zu einer Koexistenz von all-trans-C15=N-anti und 13-cis-C15=N-syn-Retinal bindenden Proteinanteilen durch die thermische Isomerisierung des Chromophors um die C13=C14-Bindung und die C15=N-Bindung der Schiff’schen Base [111]–[113]. Die resultierende Mischung aus Proteinanteilen mit gebundenem all-trans-C15=N-anti- 
(λmax= 568 nm) und 13-cis-C15=N-syn-Retinal (λmax= 548 nm) in der dunkeladaptierten Probe konnte in umfangreichen Resonanz-Raman-Messungen unter Anwendung vielfacher 
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Isotopenmarkierungen nachgewiesen werden [114], [115]. Die parallele Existenz der beiden Isomere ist möglich, da sie ähnliche räumliche Orientierungen in der Retinalbindetasche einnehmen können. Dennoch führt die abweichende Retinalstruktur zu absorptions- und schwingungsspektroskopischen Unterschieden. Lichteinwirkung induziert zunächst einen Übergang der 13-cis-Form in den all-trans-Dunkelzustand über eine Doppelisomerisierung des Retinals, bevor es zu einem Eintritt in den Photozyklus kommt (gelber Pfeil BR555 nach BR568 Abb. 1.5 C). Daher wird die all-trans-Retinal bindende BR568-Form auch als lichtadaptierter Dunkelzustand bezeichnet [116]. Es wurden im Rahmen der Suche nach neuen mikrobiellen Rhodopsinen viele weitere lichtgetriebene Protonenpumpen in Eubakterien und Eukaryoten gefunden, deren Verbreitung vermutlich über lateralen Gentransfer stattgefunden hat [117]–[119]. Teilweise zeigen sie leichte Abweichungen bezüglich des angewandten Mechanismus des gerichteten Proton-Transportes [118], [120] oder nutzen einen zweiten Chromophor als Antennenpigment [121], [122]. Trotz dieser Unterschiede teilen die als Protonenpumpen beschriebenen Rhodopsine den Rest mit freier Carboxylat-Gruppe an BR-analoger Position 85, der als primärer Protonakzeptor des Schiffbasen-Protons agiert. Auch die Aminosäuren Threonin an BR-Position 89 und der Protondonor mit freier Carboxyl-Gruppe an BR-Position 96 sind in den meisten protonpumpenden Rhodopsinen konserviert. Dies führte zu der Definition von Schlüssel-positionen in Helix C, des so genannten DTD-Motives (D85T89D96 in BR) bzw. des DTE-Motives in Proteorhodopsinen [123]. Die Existenz dieser Aminosäuren an den entsprechenden Positionen des jeweiligen Rhodopsins macht eine Funktion als Protonpumpe wahrscheinlich [77]. Abweichungen an diesen Positionen sind meist mit drastisch veränderten Reaktionen verbunden. So wurde beispielsweise kürzlich eine einwärtsgerichtete lichtgetriebene 
Protonenpumpe in dem marinen α-Proteobacterium Parvularcula oceani postuliert, die ein ungewöhnliches DTL-Motiv in Helix C und ein fehlendes zweites Gegenion aufweist, wodurch der entgegengesetzte Transport zustande kommt [124]. Eine weitere Folge von Modifizierungen des Helix C-Motives kann beispielsweise in ionenpumpenden Rhodopsinen eine veränderte Ionenspezifität sein. Es konnten neben den Protonenpumpen lichtgetriebene Chloridpumpen mit einem TSA-Motiv (halobakterielle Chloridpumpen) oder einem NTQ-Motiv bzw. einem TSD-Motiv (eubakterielle Chloridpumpen) charakterisiert werden [77], [125], [126]. Des Weiteren konnten auswärtsgerichtete Natrium-Pumpen identifiziert werden, die an den besagten Positionen ein NDQ-Motiv aufweisen [127]. Für die meisten lichtaktivierten Ionenpumpen wurde ein schneller Photozyklus festgestellt, der im Bereich von mehreren Millisekunden wieder in den Ausgangszustand zurückführt. Eine solche Kinetik ist notwendig, um einen effizienten Ionentransport zu gewährleisten, da pro absorbiertem Photon ein Ion über die Zellmembran transportiert werden kann (ein-Photon-ein-Ion-Prinzip) [51]. Die besonderen Mechanismen der Chlorid-pumpenden Rhodopsine sind zum Teil für das Verständnis der in Ergebnisteil und Diskussion aufgeführten Daten von Vorteil. Es sollen daher im Folgenden einige grundlegende Aspekte und Besonderheiten der in diesen Proteinen stattfindenden Reaktionen aufgeführt werden. Die Halorhodopsine (HR), die als einwärtsgerichtete lichtgetriebenen Chloridpumpen der halophilen Archaea agieren, verwenden das TSA-Motiv. Das schafft die Voraussetzung der Bindung eines negativ geladenen Chlorid-Ions in der Nähe der Schiff’schen Base, da ein in BR vorhandener negativ geladener Anteil des Gegenion-Komplexes (D85) in HR durch ein Threonin mit polaren Eigenschaften ersetzt ist. Dies ist auch der Fall in den eubakteriellen chlorid-pumpenden Rhodopsinen, in deren NTQ-Motiv das BR-D85 durch ein Asparagin ersetzt ist (Abb. 1.6 links). Die Lage des Chlorid-Ions in der Nähe der protonierten Schiff’schen Base führt zu einer Beeinflussung des Absorptionsmaximums der Halorhodopsine [125], [128].  
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Die Chlorid-Bindestelle wird in den halobakteriellen HR unter Beteiligung der polaren Seitenketten von Threonin und Serin des TSA-Motivs geformt (Abb. 1.6 rechts). In den eubakteriellen Chloridpumpen sind das Asparagin und das Threonin des NTQ-Motivs an der Bildung der Bindestelle beteiligt. Zusätzlich zu dem abweichenden TSA- bzw. NTQ-Motiv der Helix C weisen die halobakteriellen HR und die eubakteriellen Chloridpumpen nur wenig Sequenzhomologien auf, weswegen eine unabhängige evolutive Entwicklung des Chlorid-Transportes vermutet wird [129], [130]. Interessanterweise führen beide Strukturen zu der ähnlichen Positionierung des Chlorid-Ions in der primären Bindestelle in räumlicher Nähe zur Schiff’schen Base in der Retinalbindetasche.  
 Abb. 1.6 Die Diversität mikrobieller lichtaktivierter Chlorid-Pumpen. Schematische Darstellung der Schlüsselpositionen in Helix C in eubakteriellen Chloridpumpen (FR, Fulvimarina Rhodopsin) NTQ und in halobakteriellen Chloridpumpen (HR, Halorhodopsin) TSA. Der lichtgetriebene Transport des Chlorid-Ions aus dem extrazellulären Raum in das Cytoplasma. Abb. wurde verwendet mit Erlaubnis von [125], Copyright (2014), American Chemical Society.  Auch mechanistisch gibt es trotz der vermutlich konvergenten Entwicklung viele Überein-stimmungen. So findet in dem initiierenden Schritt eine lichtabhängige Isomerisierung des Retinals von der all-trans- zur 13-cis-Form statt [131], was die Bildung eines K- und eines darauf folgenden L-Zustand-ähnlichen Intermediates zur Folge hat. Die Isomerisierung und strukturelle Änderungen in der cytoplasmatischen Hälfte des Rhodopsins führen zu der gerichteten Translokalisation des Chlorid-Ions in den cytoplasmatischen Raum. Nach der Abgabe des Anions wird der O-Zustand gebildet und hierbei kommt es in den eubakteriellen Chloridpumpen bereits zur Aufnahme des Chlorid-Ions in die primäre Bindestelle, während in den halobakteriellen HR die Chlorid-Aufnahme erst bei Zerfall des O-Zustandes erfolgt. Es muss also während des Photozyklusses ähnlich wie in BR zu einer Änderung der Zugänglichkeit des Proteins für die Chlorid-Ionen kommen [99]. So ist im Dunkelzustand eine Zugänglichkeit zum extrazellulären Raum gegeben, während die cytoplasmatische Seite „geschlossen“ ist. Dagegen kommt es im späten L-Zustand zu einer Chlorid-Zugänglichkeit im cytoplasmatischen Bereich und einer Unzugänglichkeit der extrazellulären Seite. Der frühere Zeitpunkt der Wiederaufnahme des Chlorid-Ions in den eubakteriellen Rhodopsinen wurde auf eine mögliche transiente Chlorid-Bindestellen im extrazellulären Bereich des Proteins zurückgeführt [125].  
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Das Lösen der Kristallstruktur einer eubakteriellen Chloridpumpe aus dem Flavobakterium 
Nonlabens marinus konnte allerdings nur eine zweite Chlorid-Bindestelle im intrazellulären Bereich des Proteins aufdecken, welche mit der veränderten Chlorid-Aufnahme aufgrund des gerichteten Transportes nicht in Zusammenhang stehen sollte [129].   Gemeinsam ist allen bisher charakterisierten Chloridpumpen, dass es während des effizient pumpenden Photozyklus nicht zu einer Deprotonierung der Schiff’schen Base kommt [125], [132]. In den Photozyklen der Chloridpumpen wird demnach unter Normalbedingungen keine Bildung eines deutlich blauverschobenen Intermediates beobachtet. Das ist darauf zurück-zuführen, dass im Gegensatz zu den Protonenpumpen weder primärer Protonakzeptor noch Protondonor der Schiff’schen Base konserviert sind. Durch pH-Wert-Erhöhungen und die Verwendung von Azid kann die Bildung eines M-Zustand-ähnlichen Photoproduktes jedoch als Seitenreaktionsweg verstärkt werden [133], [134].  
1.3.1.2 Kanalrhodopsine Eine weitere Form von mikrobiellen Rhodopsinen mit Ionen-Transportfunktion stellen die Kanalrhodopsine dar, die als direkt lichtaktivierte Kationenkanäle arbeiten. Sie wurden zuerst in der einzelligen Grünalge Chlamydomonas reinhardtii gefunden, deren Kanalrhodopsine ChR1 und ChR2 die phototaktischen und photophoben Reaktionen der Zellen initiieren (siehe Abschnitt 1.5.1). Die nativen Kanalrhodopsin-Sequenzen weisen zusätzlich zu den sieben transmebranen Helices, die in ihrem Zentrum nach Lichtaktivierung die Pore durch die Membran für die zu leitenden Kationen bilden, einen langen C-terminalen Anhang von            300-400 Aminosäuren auf. Die Funktion dieser Protein-Domänen ist nicht bekannt, es konnte jedoch gezeigt werden, dass sie auf die Kanaleigenschaften des Rhodopsins keinen Einfluss haben [80], [81]. Kanalrhodopsine wurden auch in weiteren Chlamydomonas-Spezies und anderen Grünalgen identifiziert. Sie besitzen teilweise stark voneinander abweichende biophysikalische Eigenschaften [135]. Grundsätzlich ist auch die Funktion der Kanalrhodopsine an das gängige Prinzip der lichtinduzierten Retinalisomerisierung, der Deprotonierung der Schiff’schen Base und die damit verbundenen strukturellen Änderungen geknüpft. Zahlreiche Mutagenese-Studien, spektroskopische, elektrophysiologische Untersuchungen und letztlich das Lösen der Kristallstruktur einer ChR-Chimeren-Variante [136] deckten die wichtigen Funktionseinheiten der Kanalaktivität auf. So sind insbesondere fünf polare Reste, die über die Länge von Helix B verteilt sind, für die Bildung des hydrophilen Kanals verantwortlich [137]. Die Orientierung dieser Helix B und verschiedene gating-Mechanismen sorgen für eine Öffnung des Kanals in einer späten Phase nach Lichtaktivierung des Proteins und ein Schließen im Zuge der Dunkelregeneration. Wie das dunkeladaptierte Bakteriorhodopsin oder beispielsweise auch das sensorische Rhodopsin aus Anabaena ASR (siehe Abschnitt 1.3.1.3), sind Kanalrhodopsine in der Lage, verschiedene Retinalisomere im Protein zu binden. So kommt es in den lichtadaptierten Dunkelzuständen der Kanalrhodopsine zu einer Koexistenz zweier Dunkelzustände, von denen einer all-trans-C15-anti- und der andere 13-cis-C15-syn-Retinal gebunden hat, wie es am Beispiel von ChR2 aus C. reinhardtii gezeigt werden konnte. Die photochemische Anregung beider Dunkelzustände führt zur jeweiligen Isomerisierung des Retinals (Rotation um die C13=C14-Bindung) und Bildung eines frühen rotverschobenen Intermediates und des darauf folgenden deutlich blauverschobenen Photoproduktes P390 bzw. P390‘ unter Deprotonierung der Schiff’schen Base.  
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Die Reprotonierung der RSB bewirkt den Übergang in den jeweiligen P520-Zustand, der funktionell gesehen den leitenden Zustand des Kanals darstellt. Im weiteren Verlauf kommt es zur Bildung des nichtleitenden späten Intermediates P480 bzw. P480‘, das wiederum in den jeweiligen Dunkelzustand übergeht [138]. Die Folge der aus der Isomerenheterogenität resultierenden zwei parallelen Photozyklen (Abb. 1.7) ist die Generierung zwei verschiedener leitender Zustände (P520 und P520‘), die sich auch in elektrophysiologischen Messungen unterscheiden lassen [139],[81]. Es besteht eine Verbindung zwischen den beiden Photozyklen, die vermutlich in den beiden Dunkelzuständen liegt. Eine langanhaltende Dunkeladaptation führt zum langsamen thermischen Übergang (> 1 h) aus der 13-cis- (D470‘) in die all-trans-Retinal-bindende Dunkelform (D480). Ein lichtinduzierter Übergang findet in beide Richtungen statt [138]. Für den Wechsel zwischen den beiden Photozyklen ist demnach eine Doppelisomerisierung um die C13=C14-Bindung des Retinals und die C15=N-Bindung der Schiff’schen Base erforderlich.  
 Abb. 1.7 Schematische Darstellung eines Kanalrhodopsins (ChR) und die parallelen Photozyklen von Cr-ChR2 ChRs wirken als direkt lichtgesteuerte Kationen-(Mn+)-Kanäle (A). Die beiden Dunkelformen von Cr-ChR2 binden all-trans- (D480) bzw. 13-cis-Retinal (D470‘). Aus der lichtinduzierten Anregung der beiden Dunkelzustände gehen zwei parallele Photozyklen (B) und die Bildung von zwei verschiedenen leitenden Zuständen (P520 und P520‘) mit abweichender Retinalkonfiguration hervor. Der initiale dunkeladaptierte Dunkelzustand (IDA) bindet hauptsächlich all-trans-C15=N-anti während im dunkeladaptierten Dunkelzustand (DAapp) eine Mischung aus all-trans-C15=N-anti und 13-cis-C15=N-syn vorliegt. Abb. wurde verwendet mit Erlaubnis von [138], Copyright (2015), American Chemical Society.  Das Potential der ChRs als molekulares Werkzeug für eine gezielte lichtinduzierte Depolarisierung von Plasmamembranen bestimmter Zellpopulationen zu sorgen, wurde schon früh nach ihrer Entdeckung erkannt [81]. Aus der erfolgreichen Anwendung der Photorezeptoren beispielsweise zur nichtinvasiven Auslösung von lichtaktivierten Aktionspotentialen in Neuronen [140]–[142] hat sich ein neuer Forschungsbereich, die Optogenetik, entwickelt. Die Entdeckung und Entwicklung bzw. das Desing (Protein-
Engineering) von vielen verschiedenen ChRs mit den unterschiedlichsten Eignungen bezüglich Sensitivität für bestimmte Wellenlängen, Ionenselektivität [139], [143]–[145] und photozyklusbedingter Kanaleigenschaften führen ständig zu einer Erweiterung der Werkzeugkiste für verschiedenste optogenetischen Anwendungen [135], [146].   
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 1.3.1.3 Sensorische Rhodopsine Außer den lichtaktivierten Ionenpumpen konnten mikrobielle Rhodopsine identifiziert werden, die eine rein sensorische Funktion haben. Das empfangene Lichtsignal wird über ein spezifisches Transduktionsprotein (transducer) in ein biologisches Signal transformiert. Auch in diesen Rhodopsinen stellt die primäre Reaktion des Photozyklus die Isomerisierung des Retinals dar, und es kommt im weiteren Verlauf der photozyklischen Prozesse zur Deprotonierung der Schiff’schen Base. Das Ziel dieser Reaktionen ist hierbei jedoch nicht die Protonenübetragungsreaktion selbst, sondern die mit der Entwicklung der Intermediate einhergehenden strukturellen Änderungen. Durch Interaktion mit dem passenden, im Allgemeinen nicht-kovalent gebundenen transducer-Protein werden die signaltransduktorischen Mechanismen aktiviert.  Die ersten sensorischen Rhodopsine wurden, wie das Bakteriorhodopsin, in dem halobakteriellen Archaeon Halobacterium salinarum entdeckt [147]. In H. salinarum existieren zwei sensorische Rhodopsine (SR), das SRI und das SRII, die zusammen mit ihrem jeweiligen 
transducer HtrI bzw. HtrII die phototaktischen und photophoben Zellreaktionen steuern. Homologe SRs und Htrs konnten beispielsweise in dem Archaeon Natromonas pharaonis und in dem eubakteriellen Salinibacter ruber identifiziert werden. Die transducer-Proteine sind mit zwei N-terminalen α-Helices in der Membran verankert und es wird aus je zwei Rhodopsinen und zwei entsprechenden Htr-Molekülen ein 2:2-Komplex gebildet [148]. Die nicht-kovalente Bindung zwischen den Rhodopsinen und ihrem transducer findet über eine enge Interaktion zwischen den transmembranen Helices statt [149]. Die Htr-Proteine sind homolog zu den bakteriellen Chemotaxis-Rezeptoren und weisen neben den beiden transmembranen Helices einen großen cytoplasmatischen Bereich auf. Dieser besteht aus einer C-terminalen MCP-Domäne (methyl-accepting chemotaxis protein signaling domain), die über zwei aufeinander folgende so genannte HAMP (histidine kinases, adenylyl cyclases, methyl-accepting chemotaxis 
proteins and phosphatases)-Domänen als Verbindungselement mit dem transmembranen Teil verknüpft ist (Abb. 1.8).  
Retinalproteine als Photorezeptoren 
16  
 Abb. 1.8 Schema der Signaltransduktion in sensorischen Rhodopsinen. Schematische Darstellung eines SRII-HtrII-2:2-Dimers und vergrößerter Ausschnitt mit den beiden HAMP-Domänen (HAMP1 und HAMP2 mit den amphipathischen Helices AS1 und AS2). Die Methylierungs-und Signal-Domäne bindet an die CheW/CheA-Histdininkinase. Die Position Val78 kennzeichnet das Ende der transmembranen Helix und die Positionen 157 und 237 kennzeichnen den Anfang und das Ende der zweiten HAMP-Domäne. Abb. wurde verwendet mit Erlaubnis von [150].  HAMP-Domänen sind besonders in bakteriellen Signaltransduktionsproteinen wie beispielsweise Chemorezeptoren, Histidinkinasen und Adenylyl-Cyclasen vertreten [151]. Jede einzelne HAMP-Domäne bildet eine Helix-turn-Helix-Struktur aus zwei aufeinander folgenden α-Helices, die über eine interhelikale Loop-Region miteinander verbunden sind. Durch die Homodimer-Bildung mit dem zweiten Htr-Protein, entsteht eine parallele Coiled-Coil-Struktur aus den vier Helices. Die HAMP-Domänen übertragen das Signal der sensorischen Rhodopsine über strukturelle Veränderungen auf die folgende MCP-Domäne, deren Aktivität dabei gesteuert wird. Die MCP-Domäne selbst ist ebenfalls als Bündel aus jeweils 2 + 2 Helices des Htr-Dimers organisiert und arbeitet als Signaltransduktionsdomäne für das nachgeschaltete Zwei-Komponenten-System, dass die Phototaxis beeinflusst. Über eine Methylierung bzw. Demethylierung bestimmter Bereiche werden Adaptationsmechanismen gesteuert. Das distale Ende der CMP-Domäne interagiert äquivalent zu den bakteriellen Chemotaxisprozessen mit der cytoplasmatischen Histidinkinase CheA sowie dem Helferprotein CheW und reguliert deren Phopshorylierungsstatus. Diese wiederum kontrolliert die Phosphorylierung des Response Regulators CheY, der im phosphoryliertem Zustand die Rotationsrichtung der Flagellen verändert und so durch eine „Taumel“-Reaktion die gerichtete Schwimmbewegung der Zellen unterbricht [78]. 
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Die SRI- und SRII-Photozyklen weisen, den Anforderungen der Signaltransduktionstätigkeit entsprechend, einige Besonderheiten auf. So ist zwar auch die Funktion der sensorischen Rhodopsine Funktion von einer lichtinduzierten Isomerisierung von all-trans- nach 13-cis-Retinal sowie einer Deprotonierung der Schiff’schen Base abhängig. Es lässt sich jedoch ein im Gegensatz zu den Ionenpumpen zeitlich verlängerter Photozyklus feststellen. Diese Elongation ist besonders auf die verlängerte Lebensdauer der deprotonierten M-Zustand-ähnlichen Photoprodukte (S373 und SII360) und der späten reprotonierten Intermediate (Sb510 und SII540) auf mehrere 100 ms zurückzuführen (Abb. 1.9) [78], [148]. Diese stellen die Signalzustände zur Übertragung der Information vom Photorezeptor auf den Htr dar. Die erhöhte Lebensdauer der Intermediate trägt zur Effizienz der Signalweiterleitung bei. Den verlängerten Lebensdauern der deprotonierten Zustände liegt eine Änderung des in den Protonenpumpen verbreiteteten DTD-Motives in Helix C zugrunde. So ist in den sensorischen Rhodopsinen der Protondonor (D96 in BR) durch eine Aminosäure mit aromatischer Seitenkette ersetzt, so dass eine schnelle Reprotonierung der Schiff’schen Base verhindert wird. SRs weisen dennoch eine schwache lichtaktivierte Protonpumpaktivität auf, wenn sie nicht im Komplex mit ihrem transducer-Protein vorliegen. Durch Interaktion mit ihrem jeweiligen Htr wird der Protonentransport in den sensorischen Rhodopsinen jedoch inhibiert [152]. Das SRII und das SRI bewirken im ein-Photon-Photozyklus einen antagonistischen Effekt auf den jeweiligen Htr und die CheA/CheW-Kinase. SRII absorbiert maximal im blauen Bereich des elektro-magnetischen Spektrums. Die Entwicklung der Signalzustände hat ausschließlich photophobe Reaktionen der Zellen zur Folge (repellent signaling), weswegen SRII auch als Phoborhodopsin bezeichnet wird (Abb. 1.9). SRI besitzt ein Absorptionsmaximum im längerwelligen Orange-Bereich des Lichtes, dessen Anwesenheit für die Zellen einen Vorteil darstellt, da auch die für energetische Prozesse eingesetzten Protonen- und Chloridpumpe in diesem Bereich des Spektrums absorbieren. Die Belichtung des Dunkelzustandes von SRI führt den langlebigen deprotonierten Zustand herbei, der eine phototaktische Reaktion der Zellen bewirkt (attractant Signaling). Das SRI hat allerdings eine duale Funktion. So kann dieser deprotonierte Zustand in einem Zwei-Photonen-Photozyklus durch die Absorption kurzwelliger Strahlung im UVA-Bereich in einen alternativen Signalzustand Sb510 überführt werden, der eine photophobe Reaktion hervorruft (repellent signaling). So kann die Exposition der Zellen mit zellschädigender kurzwelliger Strahlung vermindert werden. Die duale Funktion des Photorezeptors wird mit einer variablen Konnektivität der Schiff’schen Base mit der cytoplasmatischen (Inhibierung der CheA/CheW-Kinase = positive Phototaxis) bzw. der extrazellulären (Aktivierung der CheA/CheW-Kinase = photophobe Reaktion) Seite des Proteins infolge der Chromophor-konfiguration in Verbindung gebracht [153].  
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 Abb. 1.9 Photozyklen und Signaltransduktion in halobakteriellen sensorischen Rhodopsinen. Schematische Darstellung der Photozyklen von SRI und SRII aus Halobacterium salinarum und Wirkung einzelner Intermediate als Signalzustände auf die transducer-Proteine (HtrI und HtrII). Die Htrs steuern entsprechend des Signalzustandes die Aktivität der CheW/CheA-Histidinkinase, die im aktiven Zustand die Phosphorylierung des CheY-Response Regulators bewirkt. Phosphoryliertes CheY erzeugt eine Richtungsänderung der Flagellenbewegung und eine „Taumelreaktion“ der Zellen. (Abb. entworfen nach [78])  In dem Cyanobakterium Anabaena sp. konnte als Erstes eine von den halobakteriellen SRs deutlich abweichende eubakterielle Form eines sensorischen Rhodopsins identifiziert werden [154]. Das als Anabaena Sensory Rhodopsin ASR bezeichnete Protein interagiert mit einem cytoplasmatischen transducer ASRT, der im Gegensatz zu den halobakteriellen Htrs nicht in der Membran verankert ist. Das ASR weist wie die halobakteriellen SRs im Vergleich zu den Protonenpumpen einige sequenzielle Besonderheiten auf. So ist in Helix C der in den Protonenpumpen als Protondonor agierende Carboxyl-Gruppen tragende Rest ebenfalls nicht konserviert. Zusätzlich ist das hochkonservierte zweite Gegenion (D212 in BR) in ASR durch ein Prolin ersetzt [155]. Auch photochemisch sind viele Abweichungen zu vielen anderen charakterisierten Rhodopsinen gegeben. So bindet ASR im dunkeladaptierten Zustand hauptsächlich all-trans-Retinal, während es im lichtadaptierten Zustand einen deutlich erhöhten 13-cis-Anteil zeigt [156], [157]. Diese Situation ist demnach genau entgegengesetzt zu BR (siehe Abschnitt 1.3.1.1). Zusätzlich zeigt es einen ausgeprägten photochromen Charakter, da die längerwellig absorbierende all-trans-C15=N-anti-Form (ASRAT) durch Anregung mit der entsprechenden Lichtquelle in die leicht hypsochrom verschobene 13-cis-C15=N-syn-Form (ASR13C) konvertiert werden kann (Abb. 1.10). Die Anregung der 13-cis-Form mit kurzwelligerem Licht resultiert in der Entwicklung der all-trans-Form [156], [158]. Außerdem kommt es zu einem langsamen thermischen Übergang aus ASR13C nach ASRAT. Der von der all-
trans-Form ausgehende Photozyklus zeigt frühe K- und L-Zustand-ähnliche Intermediate (siehe BR), und es kommt unter Deprotonierung der Schiff’schen Base zur Bildung eines M-ähnlichen 
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Zustandes. Abweichend zu den Entwicklungen in BR ist nicht das D85-analoge Gegenion D75 in ASR der Protonakzeptor der Schiff’schen Base. Während für das Volllängen-Protein die Art des Protonakzeptors noch nicht geklärt ist, übernimmt in verkürzten Versionen des rekombinant erzeugten Proteins (ohne 30 Aminosäuren des C-Terminus) eine Asparaginsäure, die in der cytoplasmatischen Region des Proteins liegt diese Aufgabe [159]. Diese Besonderheit kommt durch das ungewöhnliche Wasserstoffbrückennetzwerk infolge der veränderten Gegenion-Situation im Vergleich mit anderen mikrobiellen Rhodopsinen zustande [160]. Allerdings muss auch der C-Terminus einen Einfluss auf den Prozess der Deprotonierung haben, da im Volllängenprotein ein Protontransfer in den extrazellulären Bereich des Proteins beobachtet werden konnte, wo es möglicherweise von einem Netzwerk aus Wassermolekülen aufgenommen wird [161]. Der deprotonierte Zustand geht schließlich in die reprotonierte ASR13C-Form über. Die Anregung des ASR13C resultiert hingegen nicht in einer Deprotonierung der Schiff’schen Base sondern das frühe K-Intermediat zeigt einen Übergang in den ASRAT-Dunkelzustand [158]. Der Photorezeptor kann also die verschiedenen Lichtqualitäten der Umgebung durch seine resultierende Retinalkonfiguration widerspiegeln. Nicht ganz klar ist die physiologische Bedeutung für die Zellen. Es wird jedoch vermutet, dass der ASR-transducer direkt eine regulierende Wirkung auf die Genexpression ausübt, da für den löslichen ASRT sowohl DNA-bindende Eigenschaften [162] als auch genregulatorische Effekte nachgewiesen werden konnten [163]. Um diese Aufgabe zu erfüllen, muss der transducer von dem membranständigen Photorezeptor dissoziieren. Es konnte gezeigt werden, dass diese Dissoziation im deprotonierten M-Zustand stattfindet [164]. Somit führt ausschließlich die Anregung der ASRAT-Form unter Bildung des M-Zustands-ähnlichen Intermediates zu einer Aktivierung des ASR-transducers. Während des Zerfalls des deprotonierten Zustandes kommt es zur Assoziierung des transducer-Moleküls an das ASR.  
 Abb. 1.10 Photochromatische Reaktionen in Anabaena Sensory Rhodopsin. Schematische Darstellung des Photozyklus von ASR mit der Konvertierung zwischen der all-trans-Form (ASRAT) und der 13-cis-Form (ASR13C) durch langwelliges Licht (oranger Pfeil) bzw. kurzwelliges Licht (blauer Pfeil). Dissoziation des transducers (ASRT) von ASR und darauf folgende Genregulation findet nur im deprotonierten M-Zustand statt. ASRT liegt vermutlich als Tetramer vor. (Abbildung erstellt nach [158], [163]) 
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Eine besondere Gruppe der sensorischen Rhodopsine bilden die Enzym-Rhodopsine. Sie arbeiten als Photorezeptoren für bestimmte Lichtqualitäten und übertragen das Signal auf C-terminale, enzymatisch aktive Proteindomänen. Im Unterschied zu den klassischen, bereits charakterisierten sensorischen Rhodopsinen ist der Photorezeptor-Teil kovalent an die signaltransduktorischen Elemente und teilweise den Effektor der Signalkaskade gebunden. Der C-Terminus und die darin enthaltenen Domänen können unterschiedlich gestaltet sein. Es gehören beispielsweise die im Zusammenhang mit den Modellorganismen 
Chlamydomonas reinhardtii und Ostreococcus tauri erwähnten Histidinkinase-Rhodopsine in diese Gruppe. Die aus der cDNA ableitbaren Aminosäuresequenzen zeigen eine Rhodopsin-Domäne, die über ein Zwei-Komponenten-System sowie in einigen Fällen über eine Adenylyl- oder Guanylyl-Cyclase als Effektor-Enzym verfügt. Im Vorfeld dieser Arbeit waren weder Details über die biophysikalischen Eigenschaften der Photorezeptoren noch der Signaltransduktions- und Cyclase-Domänen bekannt [79]. Dies kann einerseits auf die enorme Größe der Proteine andererseits auf die nicht gesicherte Funktionalität bei der für die Charakterisierung notwendigen heterologen Expression zurückgeführt werden.  Kürzlich konnte eine vereinfachte Variante der Enzym-Rhodopsine in dem aquatischen Pilz 
Blastocladiella emersonii charakterisiert werden, die bei Beginn dieser Arbeit noch nicht bekannt war. In diesem Protein ist eine N-terminale Rhodopsin-Domäne über eine kurze linker-Sequenz kovalent mit einer C-terminalen Guanylyl-Cyclase-Domäne verbunden [165], [166]. Die Teile des Zwei-Komponenten-Systems aus den Histidinkinase-Rhodopsinen sind nicht vorhanden. Es konnte gezeigt werden, dass in dem Zellstadium der Zoospore dieses Rhodopsin-Guanylyl-Cyclase-Fusionsprotein in einer augenfleckähnlichen Region in den Zellen exprimiert wird. Des Weiteren zeigen die motilen Zoosporen, die über ein Flagellum verfügen, durch Grünlicht ausgelöste phototaktische Reaktionen in Abhängigkeit von einer möglichen Funktionalität des Rhodopsins. Bei Grünlichtexposition kann ein deutlicher Anstieg der cGMP-Konzentration in den Zoosporen festgestellt werden, was auf eine rhodopsininduzierte Cyclase-Aktivität hindeutet. Die Signaltransduktion von der N-terminalen Photorezeptor-Domäne zur Cyclase wird hierbei vermutlich über die linker-Sequenz bewerkstelligt. Die Existenz eines cGMP-aktivierten Ionen-Kanals im Genom von B. emersonii lässt eine Beteiligung der Rhodopsin-Guanylyl-Cyclase (Rh-GC) und des cGMP-abhängigen Kanals an den Phototaxis-Reaktionen vermuten [165]. In einer weiteren Studie konnte die lichtaktivierte Cyclase-Aktivität dieses Proteins auch auf heterologe Expressionssysteme übertragen werden. Sie stellt somit ein vielversprechendes optogenetisches Werkzeug zur Untersuchung von cGMP-abhängigen Zellreaktionen dar, da mit Hilfe der Rh-GC in bestimmten Zellpopulationen die cGMP-Produktion lichtabhängig induziert werden kann [166]. Zusätzlich konnte eine maximale Sensitivität der Photorezeptor-Domäne für Grünlicht (λmax= 525 nm) ermittelt werden, was die Hypothese der Rhodopsin-Guanylyl-Cyclase-abhängigen phototaktischen Reaktionen des Pilzes unterstützt [165], [166].        
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1.4 Spektroskopie an mikrobiellen Rhodopsinen In der Vergangenheit und in der Gegenwart waren und sind die Untersuchungen der Eigenschaften von Rhodopsinen eng mit dem experimentellen Feld der Spektroskopie verbunden. Eine der hierbei verwendeten Methoden ist die UV/Vis-Spektroskopie, die mit Hilfe eines Spektralphotometers durchgeführt wird. Um Einflüsse durch andere Proteine zu vermindern, wird zumeist heterolog exprimiertes und über Affinitäts-Chromatographie aufgereinigtes Protein für die Messungen verwendet. Hierbei spielen die Absorption bzw. die Transmission von Licht bestimmter Wellenlänge und damit unterschiedlicher Energie durch die Proteinprobe eine Rolle, die im UV- und sichtbaren (Vis) Bereich des elektromagnetischen Spektrums liegen. Da die Absorption eines Proteins auf den energetischen Übergängen der 
bindenden π-Elektronen auf ein höheres Energieniveau beruht, ist die absorbierte Wellenlänge durch die benötigte Energiedifferenz festgelegt [167]. Das Retinal als Chromophor bildet mit seiner Polyen-Kette ein System aus konjugierten π-Elektronen. So führt beispielsweise ein veränderter Protonierungs status der Schiff’schen Base zu einer Änderung des Grades der π-Elektronen-Delokalisation und zieht eine Änderung der Energiedifferenz nach sich. Bei protonierter Schiff’scher Base kommt es zu einer Erhöhung der Delokalisation, wodurch eine geringere Energie zur Anregung notwendig ist und somit eine bathochrome Verschiebung des Absorptionsmaximums die Folge ist [75]. Außerdem ist die Energiedifferenz zwischen Grund- und angeregtem Zustand der Elektronen in den Retinalproteinen, wie schon in Abschnitt 1.3.1 erwähnt, durch die Wechselwirkungen des Chromophors mit den umliegenden Aminosäureseitenketten beeinflusst [168], [169]. In den Erstcharakterisierungen von Rhodopsinen bilden meist die UV/Vis-absorptions-spektroskopischen Untersuchungen die Grundlage für die weitere Forschung. So kann die Sensitivität der Photorezeptoren mit belichtungsabhängigen physiologischen Aspekten im Ursprungsorganismus verknüpft werden. In Ionenpumpen oder Kanälen können die elektrophysiologischen Ergebnisse, bei denen sich lichtabhängige Pumpaktivität oder Leitfähigkeit als Aktionsspektren messen lässt, mit den UV/Vis-absorptionsspektroskopischen Daten verglichen werden. Über zeitaufgelöste Messungen, bei denen die Photoreaktion mit einem kurzen Laserimpuls initiiert wird, können die photochemischen Entwicklungen verfolgt und die einzelnen Intermediate ermittelt werden. Aus den Absorptionsverschiebungen zwischen den verschiedenen Photointermediaten werden Informationen über die ablaufenden Reaktionen gewonnen. Es können Retinalisomerisierungen und Änderungen der Wechselwirkungen des Chromophors mit dem Protein nachvollzogen werden. Ein Intermediat mit einer deutlichen Blauverschiebung des Absorptionsmaximums in den UVA-nahen Bereich deutet auf eine Deprotonierung der Schiff’schen Base hin [170], [171]. Aus den zeitlichen Abhängigkeiten dieser Entwicklungen kann letztlich ein Modell für das zeitliche Auftreten der einzelnen Intermediate im Photozyklus entworfen werden [172].  Zusätzlich zu den UV/Vis-spektroskopischen Messungen eignen sich schwingungs-
spektroskopische Analysen, um Informationen über die strukturellen Eigenschaften des Proteins und des Chromphors zu erhalten. Sie basieren auf der Messung von periodischen Oszillationen von Atomen innerhalb eines Moleküls, die durch die aus der Art der Bindung resultierenden Freiheitsgrade der Atome bestimmt werden [173]. In den schwingungsspektroskopischen Messungen werden Spektren erhalten, deren Banden verschiedene Frequenzen, Formen und Intensitäten aufweisen. Die Frequenzen der Molekülschwingungen werden beeinflusst durch die atomare Masse, die Bindungsgeometrie und die Kräfte der Bindungen, die an den jeweiligen Gruppen wirken [174]. Die sogenannten resultierenden Bandenmuster werden demnach nicht nur durch die Art des Moleküls selbst bestimmt, sondern sie zeigen eine Abhängigkeit von der jeweiligen Struktur, den Interaktionen 
Spektroskopie an mikrobiellen Rhodopsinen 
22  
und der Umgebung. Die Bandenintensitäten werden zusätzlich durch die verwendete Messmethode beeinflusst. Unterschiedliche Bandenintensitäten sind proportional zu der Wahrscheinlichkeit, mit der ein bestimmter Übergang zwischen zwei schwingungsenergetischen Stufen stattfindet [173]. Die Raman-Spektroskopie und die Infrarot-Spektroskopie sind zwei schwingungs-spektroskopische Methoden, die sich unter anderem in der Analyse von mikrobiellen Rhodopsinen bewährt haben. Beide Techniken basieren auf der Interaktion von elektromagnetischer Strahlung mit den Molekülschwingungen, aber sie unterscheiden sich an der Art des Energietransfers zwischen Photon und Schwingung [174]. Die Raman-Spektroskopie gründet sich auf den Raman-Effekt, der im Jahr 1928 von Sir Chandrasekhara Venkata Raman entdeckt und beschrieben wurde [175]. Der Raman-Effekt stellt eine inelastische Streuung von monochromatischem Licht dar, wobei die Frequenz des detektierten Streulichtes durch die Frequenz der Schwingungen des vermessenen Materials verändert wird [173], [176]. Eine Form der Raman-Spektroskopie sind die Resonanz-Raman-Messungen, bei denen die Wellenlänge des verwendeten monochromatischen Lichtes in Resonanz mit dem elektronischen Übergang des vermessenen Chromophors ist, also dem Absorptionsbereich des zu vermessenden Proteins/Intermediates entspricht [177]. Dies führt zu einer selektiven Verstärkung der Intensität des vom Chromophor gestreuten Lichtes, so dass dessen Vibrationsbanden das resultierende Spektrum dominieren und Störeinflusse minimiert sind. Mittels der Resonanz-Raman-Technik lassen sich auch einzelne Intermediate aufgrund ihrer abweichenden elektronischen Übergänge und Absorptionsmaxima voneinander differenzieren [173]. In der Infrarot-Spektroskopie werden hingegen durch die Absorption von Photonen der benötigten Energie/entsprechend der Frequenz der Normalmoden der Übergang zwischen zwei schwingungsenergetischen Stufen durch eine kontinuierliche Infrarot-Belichtung der Probe angeregt. Das erhaltene Spektrum gibt demnach die Frequenzen der durch Absorption erfolgten Schwingungsanregung wieder.  Für die Raman-Messungen muss eine Polarisierbarkeit des Moleküls gegeben sein. Sie sind am besten geeignet, um symmetrische Vibrationen von nichtpolaren Gruppen zu detektieren. Für die Infrarot-Messungen ist hingegen eine Änderung des Dipolmoments erforderlich und sie dient der Detektion von asymmetrischen Schwingungen polarer Gruppen [174]. Da also den beiden Techniken unterschiedliche physikalische Prinzipien zugrunde liegen, und Streuung und Absorption mit verschiedenen Wahrscheinlichkeiten in einem Molekül stattfinden, resultieren daraus Abweichungen im Bandenmuster des Infrarot- und Raman-Spektrums desselben Moleküls. Sowohl aus Übereinstimmungen als auch aus den Abweichungen können Informationen über die strukturellen Eigenschaften von Protein und Chromphor sowie deren Interaktion gewonnen werden. Daher stellen sie komplementäre Techniken dar, die zumeist beide auf ein Molekül/Protein für die Klärung verschiedener Fragen angewandt werden. Beide Methoden sind dazu geeignet, zeitaufgelöste Messungen durchzuführen. Dabei können die mit den strukturellen und molekularen Änderungen verbundenen Prozesse im Zeitverlauf nachvollzogen werden [173].  Zur Charakterisierung mikrobieller Rhodopsine werden häufig Resonanz-Raman-(RR)-
Messungen herangezogen. Aufgrund der selektiven Verstärkung des im Protein gebundenen Retinals können mit Hilfe dieser Technik Informationen über den Chromophor und die Schiff’sche Base erhalten werden. Das RR-Spektrum des Retinals lässt sich in Abschnitte unterteilen, die auf verschiedene Vibrationsmoden des Moleküls zurückzuführen sind. So liegen im Bereich unter 1000 cm-1 die hydrogen out of plane (HOOP) Wippschwingungs-Moden, deren Intensität stark abhängig ist von der Planarität des Chromophors [178], [179]. Im Bereich von ca. 1010 cm-1 lassen sich die Methyl-Schaukelschwingungen beobachten.  
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Die spektrale Region zwischen 1100 cm-1 und 1300 cm-1 ist charakteristisch für die Retinalkonfiguration und wird als fingerprint-Region bezeichnet [178]. Die intensivsten Banden jeden Spektrums stellen grundsätzlich die kombinierten in-Phase-Schwingungen der C=C-Bindungen der Polyenkette des Retinals dar. Sie liegen in einem Bereich zwischen 1510 cm-1 und 1570 cm-1. Die Position dieser Bande korreliert negativ linear mit dem Absorptionsmaximum des UV/Vis-Absorptionsspektrums [180]. Das bedeutet, dass ein langwelligeres Absorptions-maximum in einer niederfrequenteren C=C-Bande resultiert. Zwischen 1600 cm-1 und 1700 cm-1 liegen die C=N-Streckschwingungen der Schiff’schen Base. Ihre genaue Position wird stark durch ihren Protonierungsstatus sowie durch die Stärke von elektrostatischen Wechselwirkungen und von Kopplungseffekten beeinflusst [181]. Bei den Untersuchungen der photozyklischen Prozesse in mikrobiellen Rhodopsinen können infolge dessen anhand der RR-Messungen Deprotonierung bzw. Reprotonierung der Schiff’schen Base nachvollzogen werden. Durch die Position der Ethylen-Streckschwingungsmoden können sie mit einer Verschiebung des Absorptions-maximums in Verbindung gebracht werden [182]. Änderungen der Retinalkonfiguration werden besonders an Abweichungen in der fingerprint-Region deutlich. Im Jahr 1987 gelang es Smith und anderen durch umfangreiche Studien des 13-cis-Retinal-bindenden Anteils (BR548) und des all-trans-Retinal-bindenden Anteils (BR568) im dunkeladaptierten BR einzelne Signale im RR-Spektrum den einzelnen Schwingungen der Retinalisomere zuzuordnen (Abb. 1.11). Hierzu wurden zahlreiche isotopenmarkierte Retinal-Analoga verwendet, welche Verschiebungen spezifischer Banden nach sich zogen. Es konnten charakteristische „Marker“-Banden der jeweiligen Retinalkonfiguration in der fingerprint-Region und anderen Bereichen des Spektrums definiert werden [114], [115]. Auch für aktuelle Auswertungen von RR-Spektren anderer mikrobieller Rhodopsine wird daher häufig auf diese Arbeiten zurückgegriffen und vergleichende Analysen helfen bei der Zuordnung von Signalen und bei der Bestimmung der Retinalkonfiguration. Die Interpretation der Daten erfolgt unter der Berücksichtigung, dass die veränderte Proteinumgebung zu Abweichungen und Bandenverschiebungen führen kann.  
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 Abb. 1.11 Resonanz-Raman-Spektren von Bakteriorhodopsin. Resonanz-Raman-Spektren des BR548 mit gebundenem 13-cis-Retinal (links) und des BR568 mit gebundenem all-
trans-Retinal (rechts) und die getroffenen Signalzuordnungen in den Spektren. Abb. wurde verwendet mit Erlaubnis von [114], [115], Copyright (1987), American Chemical Society. 
  Im Gegensatz zu den selektiven RR-Ergebnissen zeigen in den Infrarot-(IR)-
spektroskopischen Untersuchungen viele verschiedene Gruppen der Rhodopsine eine sogenannte IR-Aktivität. Aufgrund der zahlreichen daraus resultierenden Informationen und Komponenten sind die erhaltenen Spektren von hoher Komplexität. Um die Signale zu vereinfachen und zu spezifizieren werden daher üblicherweise Differenzspektren gebildet, in denen beispielsweise die Daten des Ausgangszustandes von den Daten eines Reaktionsproduktes subtrahiert werden [177]. Es werden in dem Differenzspektrum nur die während der Reaktion relevanten Unterschiede sichtbar, so dass eine deutliche Vereinfachung der Signalmuster erreicht wird. Ein klarer Vorteil der IR-spektroskopischen Untersuchung von Photorezeptoren ist die Tatsache, dass die Bildung eines „Reaktionsproduktes“ durch die Belichtung der Probe induziert werden kann. Daher werden bei IR-Analyse von mikrobiellen Rhodopsinen meist die lichtinduzierten Differenz-Spektren eines Photointermediates und des Dunkelzustandes bzw. zwischen zwei Photointermediaten gebildet und ausgewertet. Die Voraussetzung zur Aufnahme von Intermediat-spezifischen Differenzspektren ist, dass sowohl der Ausgangszustand als auch das Photoprodukt ausreichend stabilisiert und akkumuliert werden können [173]. Zusätzlich zu den Chromophor-Signalen, werden in den Infrarot-Messungen auch Signale erhalten, die vom Protein stammen. In den IR-Differenzspektren können demzufolge zusätzlich zu Änderungen in der Retinalkonfiguration auch Änderungen der Sekundärstruktur des Proteins während einer photochemischen Konvertierung nachvollzogen werden [183]. Wie die RR-Spektren können auch die IR-Differenzspektren in verschiedene Bereiche eingeteilt werden, die bei der Darstellung der Ergebnisse ausführlicher erläutert werden (Abschnitte 3.4.7 und 3.5.6). Eine für die Rhodopsine interessante spektrale Region ist die hochfrequente C=O-Streckschwingungs-Region zwischen 1700 cm-1 und 1800 cm-1.  
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In diesem Bereich sind die C=O-Streckschwingungsmoden von protonierten freien Carboxyl-Gruppen zu beobachten. Da in den Retinalproteinen grundsätzlich keine weiteren Gruppen in diesem spektralen Bereich liegen, kommt es hier zu wenig überlagernden Komponenten [184]. Das Auftreten und Verschwinden derartiger Signale ist hinsichtlich des Protonierungsstatus bestimmter Carboxyl-Gruppen interessant. Veränderte Orientierungen und Wechselwirkungen der COOH-Gruppen mit anderen Gruppen des Proteins führen häufig zu einer Frequenzverschiebung. Mit Hilfe von IR-Spektroskopie am Wildtyp-Protein und Gegenion-Mutanten konnte beispielsweise das Aspartat 85 in BR als Protonakzeptor während der Bildung des deprotonierten M-Zustandes identifiziert werden [185].  Sowohl in den IR-spektroskopischen als auch in den RR-spektroskopischen Untersuchungen sind Isotopenmarkierungen von Chromophor oder Aminosäuren und zielgerichtete Mutagenese geeignete Methoden, um Zuordnungen von Gruppen und Schwingungsmoden zu ermöglichen. Eine relativ einfache Möglichkeit der Isotopenmarkierung ist die Deuterierung von austauschbaren H-Gruppen. Diese kann erreicht werden, indem die Probe in wasserfreie deuteriumbasierte Bedingungen überführt wird. Der H/D-Austausch an den Gruppen bewirkt einen veränderten Masseneffekt und kann zur Auflösung von Kopplungen verschiedener Schwingungsmoden führen. Dabei kommt es zu Frequenzverschiebungen, die erweiterte Aussagen über die betreffenden Gruppen bezüglich ihres Protonierungsstatus, ihrer Kopplungseffekte und Interaktionen zulassen. In den RR-Spektren wird beispielsweise der Austausch des Schiffbasen-Protons in protonierten Zuständen/Intermediaten sichtbar. In den IR-spektroskopischen Messungen sind, unter anderem, veränderte Schwingungsmoden der freien protonierten/deuterierten Carboxyl-Gruppen erkennbar. 
 
1.5 Einzellige Grünalgen als Modellorganismen Modellorganismen waren und sind von unschätzbarem Wert für die Erforschung von fundamentalen biologischen Prozessen. Sie sind meist einfach organisiert und können in der Regel unter Laborbedingungen kultiviert und schnell sowie effizient vermehrt werden. Viele molekulare Mechanismen lassen sich auf komplexere Organismen übertragen. Aufgrund ihrer phylogenetischen Merkmale sind die Grünalgen (Chlorophyta) unter verschiedenen Aspekten interessant. Die phylogenetischen Analysen zeigten, dass sie aus der Gruppe der Viridiplantae hervorgegangen sind, also aus der evolutiven Gruppe, aus der sich auch die Landpflanzen entwickelten [186].  Aufgrund einer frühen evolutiven Trennung zwischen dem Grünalgen- und dem Landpflanzenzweig (Abb. 1.12) sind beispielsweise in der Grünalgengattung Chlamydomonas genetische Übereinstimmungen zu erkennen, die einerseits auf den gemeinsamen Vorfahren mit den Landpflanzen und andererseits auf den letzten gemeinsamen Vorfahren der Tiere und Pflanzen zurückzuführen sind. So sind sowohl pflanzliche als auch tierische Genmerkmale in den Algen vorhanden [187]. Die Zellen der Algengattung Chlamydomonas verfügen beispielsweise über einen Photosynthese-Apparat, was sie als Untersuchungsobjekt für die eukaryotische Photosynthese interessant macht. Zusätzlich besitzen sie als motile Organismen je zwei Flagellen, die in ihrem Aufbau den Cilien der tierischen und menschlichen Zellen gleichen. Vergleichende Analysen helfen dabei, die Funktion, die Struktur und die Assemblierung der Flagellen und Cilien sowie mutationsbedingte Krankheiten oder Defekte in den verschiedenen Organismen zu verstehen [188]–[190].  
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 Abb. 1.12 Ergebnisse der Verwandtschaftsanalyse von 20 verschiedenen Organismen mit sequenzierten Genomen.  Die verglichenen Arten gehören zur Gruppe der Eubakterien, der Archaebakterien, der Heterokonten, der Pflanzen sowie der Amoeben, Pilze und Tiere. Abb. wurde verwendet mit Erlaubnis von [187].    
1.5.1 Chlamydomonas reinhardtii als etabliertes Modellsystem Der ursprüngliche Lebensraum der Grünalgenart Chlamydomonas reinhardtii ist nährstoffreiches Süßwasser. Unter anderem wegen ihrer Fähigkeit auch unter nicht-photosynthetischen Bedingungen mit Acetat als Kohlenstoffquelle zu wachsen, hat sich 
Chlamydomonas reinhardtii als hauptsächliche im Labor kultivierte Chlamydomonas-Art etabliert. Dies machte die ca. 10 µm im Durchmesser betragende Süßwasseralge zu einem Organismus, an dem nicht nur die Photosynthese selbst, sondern auch die Mechanismen der Chloroplasten-Biogenese [191] untersucht werden konnten. 
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Die Tatsache, dass C. reinhardtii eine funktionale circadiane Rhythmik aufweist [192], [193], lässt die Alge auch für Untersuchungen der circadian organisierten Systeme und die damit verbundenen physiologischen Prozesse ein geeignetes Forschungsobjekt sein.  Vegetative Zellen von C. reinhardtii besitzen einen haploiden Chromosomensatz, die sich unter Normalbedingungen durch mitotische Zellteilung vermehren. Unter Mangelbedingungen (Stickstoffmangel) kommt es zur Aktivierung eines sexuellen Lebenszyklus und zur Phototropin-gesteuerten Gametenbildung, der flagellengestützten Paarung der verschiedenen Paarungstypen (mt+ und mt-) und der Verschmelzung zu einer diploiden Zygote. Die Ausbildung einer verstärkten Zellwand und der Abbau des Chlorophylls werden initiiert. Die hierbei entstehende so genannte reife Zygospore stellt eine Dauerform dar, die mehrere Jahre auch unter ungünstigen Bedingungen überdauern kann. Unter günstigen Bedingungen wird die Keimung der Zygospore und die meiotische Teilung aktiviert. Es werden vier haploide Zellen gebildet (Abb. 1.13) [194]. Daher eignet sich C. reinhardtii auch für die Untersuchungen von Meiose-Prozessen und den Ablauf von Lebenszyklus-Programmen.   
 Abb. 1.13 Schematische Darstellung des vegetativen Wachstums und sexuellen Lebenszyklus in Chlamydomonas 
reinhardtii. Abb. wurde verwendet mit Erlaubnis von [195].  Wie viele andere einzellige Flagellaten besitzen Chlamydomonas-Zellen einen farbigen Augenfleck in der äquatorialen Position der Zelle. Die gelb-orange Färbung des Augenflecks ist auf die Anwesenheit von dicht gepackten, mit Carotinoiden gefüllten Vesikeln zurückzuführen [27], die jedoch nicht für die Photoperzeption selbst sondern für die Reflexion des einfallenden Lichtes verantwortlich sind. Hierbei kommt es sowohl zu einer Verstärkung der spezifischen Signale [27], [196] als auch zu Änderungen der Reflexion in Abhängigkeit von der Richtung des einfallenden Lichtes, das von den Photorezeptoren in der Plasmamembran der Augenfleckregion absorbiert wird [79] (Abb. 1.14). Es ergibt sich somit für die bei der Schwimmbewegung der Flagellen um die eigene Achse rotierenden Zellen [197] die Möglichkeit der Lichtrichtungs-erkennung. Positive oder negative phototaktische Reaktionen sind die Folge [198].  
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 Abb. 1.14 Augenfleck und Phototaxis in Chlamydomonas reinhardtii. Schematische Darstellung einer C. reinhardtii-Zelle mit dem vergrößerten Ausschnitt der Augenfleckregion sowie dem cis- (auf der Seite des Augenflecks) und dem trans-Flagellum (auf der vom Augenfleck abgewandten Seite der Zelle). Die Carotinoid-haltigen Granulae bewirken in Abhängigkeit von der Richtung des einfallenden Lichtes die verstärkte (Front side) oder blockierte (Rear side) Belichtung der Photorezeptoren in der Plasmamembran. Die Lichtabsorption durch die Photorezeptoren bewirkt die positive (zum Licht gerichtete Bewegung) oder die negative (vom Licht entferndende Bewegung) Phototaxis der Zelle (unten). Abb. wurde verwendet mit Erlaubnis von [199].  Durch diese Eigenschaften wurde C. reinhardtii sowohl zu einem Modell-Organismus für Phototaxis-Experimente als auch für die Untersuchung der beteiligten Photorezeptoren (siehe Abschnitt 1.5.1.1). Die Entdeckung neuer Photorezeptoren führte außerdem zu der bereits erwähnten Entwicklung des bedeutenden Forschungsfeldes der Optogenetik, welches die lichtinduzierte Aktivierung bzw. Inaktivierung bestimmter Zelltypen bzw. molekularer Mechanismen in vivo durch die fremdexprimierten Photorezeptor-Proteine ermöglicht [200].  Zusätzlich zur Anwendung als Modell-Organismus in der Grundlagenforschung wird 
C. reinhardtii in biotechnologischen Prozessen wie der Bioremediation [201] und für die Entwicklung von Biotreibstoffen verwendet [202]. Da Chlamydomonas durch etablierte DNA-Transformations-Techniken genetisch manipulierbar ist, lassen sich Expressionslevel einzelner Proteine vermindern oder erhöhen [203]–[205]. Auch die gezielte Genstilllegung über Insertionsmutagenese ist möglich [206], [207], stellt allerdings gegenwärtig noch einen sehr zeit- und arbeitsintensiven Prozess dar, so dass ein großes Interesse daran besteht, effizientere Technologien zu entwickeln [208]. Denn geeignete Gen-knock-outs sind ein wichtiger Schritt zur Identifikation von mutationsbedingten funktionellen Defekten, um eindeutige Rückschlüsse auf die physiologische Bedeutung bestimmter Proteine/Faktoren ziehen zu können. Das Genom von 
C. reinhardtii ist vollständig sequenziert und in dem Genomprojekt des jgi (Joint Genome Institute) können Genmodelle, die auf Basis von expressed sequence tags (ESTs) und Homologie zu bekannten Genen und Proteinen erstellt werden, eingesehen werden. Die Analyse des Genoms hinsichtlich einer Existenz interessierender Gene und Proteine ist demnach möglich [187]. 
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1.5.1.1 Photorezeptoren in Chlamydomonas reinhardtii  Es konnte eine Vielzahl an potentiellen im C. reinhardtii-Genom codierten Photorezeptoren identifiziert werden, die teilweise bereits spektroskopisch und physiologisch charakterisiert wurden. Sie sind wie in den höheren Pflanzen für die Steuerung der lichtabhängigen entwicklungsphysiologischen Prozesse, der Photosynthese und der circadianen Rhythmik verantwortlich [209]. Zusätzlich zu den typisch pflanzlichen Photorezeptoren wie dem Blaulichtrezeptor Phototropin [26], [31], [210], dem UV-B-Rezeptor UVR8, dem DNA-Reparaturenzym Cry-DASH Cryptochrom und dem Blaulicht absorbierenden plant Cryptochrom [211], konnte ein Photorezeptor identifiziert werden, der Homologie zu dem in Tieren vorkommenden animal Cryptochrom (aCry) aufweist. Das aCry in Chlamydomonas bildet einen ungewöhnlich langwellig absorbierenden Radikalzustand, was eine Sensitivität bis in den roten Bereich des Spektrums zur Folge hat [212]. Die Rotlicht absorbierenden Phytochrome sind in 
C. reinhardtii hingegen nicht vorhanden [12], [193].  Die Beteiligung von Retinal-bindenden Proteinen an den phototaktischen Reaktionen der 
Chlamydomonas-Zellen konnte bereits sehr früh durch Foster et al. gezeigt werden. Durch Zugabe von all-trans-Retinal zu phototaktisch inaktiven Retinal-defizienten Chlamydomonas-Zellen konnte die Fähigkeit der Phototaxis in den Zellen wiederhergestellt werden [213]. Dies zeigte einerseits, dass ein Rhodopsin für die Steuerung der Phototaxis verantwortlich sein muss und andererseits, dass dieses Rhodopsin wie die meisten bekannten mikrobiellen Typ I-Rhodopsine hauptsächlich all-trans-Retinal als Chromophor bindet. Durch Datenbankanalysen wurden mehrere Rhodopsin-ähnliche Sequenzen im Genom von C. reinhardtii gefunden, deren Gene als Chlamyopsine (Cop) bezeichnet wurden. Zwei dieser Rhodopsine, Cop 1 und 2, weisen in ihrer Aminosäuresequenz Homologien zu den tierischen Typ II-Rhodopsinen auf [47], [79]. Es konnte aber gezeigt werden, dass eine verminderte Proteinexpression von Cop1 und Cop2, die durch Expression inhibitorischer antisense Konstrukte herbeigeführt wurde, keine Auswirkungen auf die phototaktischen Eigenschaften der Zellen hatten [214]. Es wird vermutet, dass Cop1 und Cop2, die im Augenfleck lokalisiert sind, eine Rolle bei der Regulation des Photosystems 1 spielen [215], [216]. Infolge weiterer Genomanalysen konnten die mikrobiellen Typ I-Rhodopsine Cop3 und Cop4 identifiziert werden [217], [218] und es wurde gezeigt, dass sie für die phototaktischen Reaktionen der Zellen notwendig sind [218]. Sie konnten als lichtaktivierte Kationenkanäle charakterisiert werden [80], [81], [219], die in der Alge ebenfalls im Augenfleck lokalisiert sind [79]. Aufgrund ihrer Eigenschaften wurden sie daraufhin als Kanalrhodopsine 1 und 2 bezeichnet. Die lichtinduzierten Ströme haben eine Depolarisierung der Zellmembran im Augenfleckbereich zur Folge, die eine Aktivierung der spannungs-abhängigen Calcium-Kanäle in den Flagellen-Membranen bewirkt [220], [221]. Infolge des schnellen Ca2+-Einstroms kommt es zu einer Änderung der Flagellenschlagbewegungen, und phototaktische bzw. photophobe Reaktionen sind die Folge [222]. Durch ihre Fähigkeit, Zellen zu depolarisieren und auch in humanen Zelllinien exprimierbar zu sein [81], fanden sie schon bald nach ihrer Charakterisierung Anwendung in der neurobiologischen Forschung, da hier gezielt durch die in Neuronen exprimierten Kanalrhodopsine lichtaktivierte Aktionspotentiale ausgelöst werden konnten [140], [223].   
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 Abb. 1.15 Rhodopsine in Chlamydomonas reinhardtii. Auflistung der in C. reinhardtii enthaltenen Rhodopsine bzw. der von der Datenbank (Stand jgi v3.0 bzw. jgi v4.0; [79]) prognostizierten Sequenzen von Rhodpsinen oder Rhodopsin-ähnlichen Proteinen mit den angedeuteten Proteindomänen. Die Zahlen geben die Anzahl der Aminosäuren des translatierten cDNA-Modells an. Mit Cop1 und Cop2 sind die Typ II-Rhodoposine (A), mit Cop3/ChR1 und Cop4/ChR2 sind die Kanalrhodopsine (B) und mit Cop5/HKR1 (EDP06598) Cop6/HKR2 (EDO99289) und Cop7/HKR3 (jgi|Chlre4|405644) ist exemplarisch ein Teil der vermuteten Histidinkinase-Rhodopsine (C) dargestellt (Abb. verändert nach [79]). Cop: Rhodopsin-Domäne; His: Histidinkinase-Domäne; Rec: Response Regulator-ähnliche Receiver Domäne; Cyc: Adenylyl- oder Guanylyl-Cyclase-Domäne  Die Suche nach weiteren Retinalproteinen im Genom von C. reinhardtii führte auch zu der Entdeckung der Chlamyopsine Cop5 bis zunächst Cop7, die am C-terminalen Ende der putativen transmembranen Photorezeptor-Domäne mit vermutlich signaltransduktorisch agierenden Elementen verbunden sind (Abb. 1.15; [79]). Diese zusätzlichen Domänen weisen große Homologien zu den konservierten Teilen der bakteriellen Zwei-Komponenten-Systeme (Histidinkinase und Response Regulator) auf, die in prokaryotischen Organismen ein weit verbreitetes System zur Steuerung von zellulären Signalnetzwerken darstellen [224]. In einigen der Sequenzen wurden noch dazu eine potentielle Effektor-Domäne identifiziert, die homolog zur Gruppe der Adenylyl- und Guanylyl-Cyclasen ist. Diese Enzym-Gruppe ist in allen bekannten Lebensformen zu finden, und sie katalysiert die Reaktion von Adenosintriphosphat (ATP) bzw. Guanosintriphosphat (GTP) zu cyclischem Adenosin-Monophosphat (cAMP) bzw. cyclischem Guanosin-Monophosphat (cGMP). Beide Moleküle können als sekundäre Botenstoffe bestimmte Zellantworten steuern [225]. Die physiologische Bedeutung dieser wegen ihrer Histidinkinase-Domäne als Histidinkinase-Rhodopsine (HKRs) bezeichneten Proteine ist nicht bekannt. Die Steuerung lichtabhängiger zellulärer Signale wird aufgrund der vorausgesagten Architektur vermutet. Es konnte von der Arbeitsgruppe von Pof. Dr. S. Kateriya (Jewaharlal Nehru Universität, Neu Delhi, Indien) gezeigt werden, dass Cop5 bzw. HKR1 im Augenfleck lokalisiert ist (Abb. 1.16, [226]).   
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 Abb. 1.16 Lokalisierung von Cop5/HKR1 im Augenfleck von Chlamydomonas reinhardtii. Visualisierung von HKR1 unter Verwendung von fluoreszierenden Antikörpern (rot) gegen die Rhodopsin-Domäne (A) und gegen die signaltransduktorische Receiver-Domäne (B) kombiniert mit einem α-Tubulin markierenden Antikörper (grün). Im Vergleich ist das jeweilige Differenzialinterferenzkontrast-Bild dargestellt. Abb. wurde verwendet mit Erlaubnis von [226].  Mit fortschreitenden Versionen der Chlamydomonas reinhardtii Genom-Datenbank hat sich die Zahl der vorhergesagten Histidinkinase-Rhodopsin-Sequenzen ständig erhöht, so dass mittlerweile die Existenz von Cop5/HKR1 bis Cop12/HKR7 vermutet wird [208]. Die parallele Anwesenheit dieser vielen verschiedenen Histidinkinase-Rhodopsine mit möglicherweise ähnlichen Output-Reaktionen könnte zukünftige Untersuchungen bezüglich der differenziellen Aufgaben einzelner Histidinkinase-Rhodopsine erschweren.  
 
1.5.2 Ostreococcus tauri als neues Modellsystem Die allgemeinen Vorteile von einzelligen Grünalgen als Werkzeuge zur Untersuchung photosynthetisch aktiver biologischer Systeme lassen auch weitere Algen als Modellorganismen infrage kommen. Die marine Picoalge Ostreococcus tauri, welche der Gruppe der Prasinophyceae zugeordnet wird, ist beispielsweise ein vielversprechender Kandidat. Sie wurde im Jahr 1994 als dominierende Komponente des Phytoplanktons in der Thau-Lagune (Mittelmeer, Frankreich) identifiziert und isoliert [227], [228]. O. tauri ist als der kleinste bislang bekannte freilebende, eukaryotische Organismus beschrieben worden. Die flagellenlosen Zellen haben einen Durchmesser von weniger als 1 µm, und sie verfügen neben dem Zellkern nur über einen einzelnen Chloroplasten, ein einzelnes Mitochondrion und einen Golgi-Apparat [228]. Die Sequenzierung des Genoms im Jahr 2006 enthüllte die stark reduzierten, kompakten Eigenschaften der 20 genomischen Chromosomen. Das haploid vorliegende nukleäre Genom weist mit einer Größe von 12,6 Mb (zum Vergleich: 136 Mb in C. reinhardtii) eine extrem hohe Gendichte durch die Reduktion von intergenischen Bereichen/Zwischengenregionen und die vielfache Fusion von Genen auf [229]. Weitere Vereinfachungen wurden durch die Aufhebung genetisch programmierter funktioneller Redundanzen erreicht, was eine eindeutigere Untersuchung zellulärer Prozesse ermöglicht. Da die Alge eine einfache circadiane Rhythmik aufweist, ist sie ein geeignetes Untersuchungsobjekt für circadian gesteuerte Prozesse [230]–[232]. Die geringe Größe und die einfache Zellorganisation machen O. tauri zusätzlich zu einem biologischen Modell, die minimalen und limitierenden Faktoren für ein Leben als freilebender photosynthetischer eukaryotischer Organismus betreffend [227], [229], [233]. Die Zellen lassen sich einfach im Labor kultivieren. Außerdem ist O. tauri aufgrund eines etablierten DNA-Transformationsprotokolls genetisch manipulierbar. Es existiert eine vielversprechende Technik, um durch Insertionsmutagenese einzelne Gene zu deletieren [230], [234] (und persönliche Kommunikation Dr. F. Corellou), so dass einzelne Zellphasen auf Gen- und Proteinebene nachvollzogen werden können [235]. 
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1.5.2.1 Photorezeptoren in Ostreococcus tauri Da die einzelligen Algen besonders im marinen Lebensraum den ständig ändernden Lichtbedingungen ausgesetzt sind, die unter anderem durch die Wassertiefe bedingt ist, sind auch die in O. tauri enthaltenen Photorezeptoren von regulatorischer Wichtigkeit. Für den ursprünglichen Lebensraum von O. tauri gilt dies in besonderer Weise, da hier über lange Zeiträume sehr hohe Lichtintensitäten in den oberen Wasserschichten gemessen werden [227]. In O. tauri konnten insgesamt fünf Gene der Cryptochrom/Photolyase-Familie identifiziert werden [229], [236]. Drei dieser Gene wurden der Unterfamilie der Photolyasen zugeordnet, eines zeigte Homologien zu den animal Cryptochromen (OtCPF1) und eines fiel in die Gruppe der DASH Cryptochrome (OtCPF2). Ein zur Gruppe der plant Cryptochrome gehörendes Gen konnte nicht gefunden werden. Die beiden Cryptochrome OtCPF1 und OtCPF2 wurden spektroskopisch und funktional analysiert und es konnte interessanterweise für beide Proteine eine Photolyase-Aktivität festgestellt werden. Zusätzlich ist zumindest OtCPF1 an der Regulation der circadianen Rhythmik beteiligt [236]. Verglichen mit der Alge Chlamydomonas reinhardtii, die trotz ihres viel größeren Genoms und der fehlenden Minimalisierung der Zellorganisation nur zwei Chryptochrome aufweist (siehe 1.5.1.1), ist die große Zahl der Photolyase/Crypto-chrom-Gene (fünf) in Ostreococcus tauri bei dem ansonsten so kompakten Genom überraschend. Möglicherweise ist sie auf die bereits erwähnte hohe Strahlungsintensität des Lichtes in der natürlichen Umgebung zurückzuführen.  In O. tauri konnte als weiteren Photorezeptor ein Phototropin identifiziert werden, welches als Blaulichtrezeptor mit zwei LOV-Domänen und einer C-terminalen Serin/Threonin-Kinase organisiert ist [237], [238]. Die Aktivierung der LOV-Domänen durch Blaulicht ist wie in den pflanzlichen Phototropinen von einer Autophosphorylierung der Kinase-Domäne gefolgt. Die physiologische Bedeutung für die Ostreococcus-Zellen, die weder flagellengesteuerte Motilität besitzen noch einen sexuellen Lebenszyklus aufweisen, ist noch nicht geklärt. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass zwischen den Regulationsmechanismen der pflanzlichen und der Algenphototropine ein deutlicher Unterschied bestehen muss. Denn in einer Arabidopsis-Phototropin-Doppelmutante konnten durch die Expression von Ot-Phototropin nur einige der Defekte komplementiert werden [238].  Als zusätzlichen Blaulichtrezeptor besitzt O. tauri eine LOV-Histidinkinase (LOV-HK), die modular aus einer N-terminalen LOV-Domäne, einer kovalent gebundenen Histidinkinase-Domäne und einer Receiver Domäne eines Response Regulators zusammengesetzt ist [239]. Histidinkinasen, deren Phosphorylierungsreaktionen durch N-terminale LOV-Domänen reguliert sind, sind besonders in prokaryotischen Organismen weit verbreitet. Sie steuern beispielsweise lichtaktivierte zelluläre Antworten, wie Zelladhäsion oder Pathogenität [239]–[241]. In O. tauri wird ein Einfluss auf die beiden Oszillatoren der circadianen Rhythmik vermutet [231], [232], [242].  Eine Rhodopsin-homologe Sequenz bildet einen weiteren ungewöhnlichen Photorezeptor in 
O. tauri. Das theoretisch vorhergesagte Protein verfügt über eine N-terminale Typ I-Rhodopsin-Domäne, eine kovalent gebundene Histidinkinase-Domäne und eine C-terminale Receiver-Domäne eines Response Regulators. Es zeigt also den gleichen modularen Aufbau, wie die in 
C. reinhardtii gefundenen Histidinkinaserhodopsine (HKRs) und wird daher ebenfalls als HKR bezeichnet. Des Weiteren stimmen die beiden C-terminalen Protein-Domänen mit denen der LOV-HK überein. Spektrale Eigenschaften und Funktion waren bislang noch gänzlich unbekannt. Die Tatsache, dass nur eine einzige HKR-Sequenz in O. tauri existiert, im Gegensatz zu der Situation in C. reinhardtii, könnte eine physiologische Analyse für die Rolle der HKRs in den lebenden Organismen erleichtern. Daher könnte O. tauri auch hinsichtlich zukünftiger HKR-Funktionsanalysen in Betracht gezogen werden. 
                                                                                                                                   Einleitung 
33  
Die circadiane Uhr in O. tauri ist vermutlich eine vereinfachte Version, der in höheren Pflanzen gefundenen Prozesse. Es konnten nur zwei der ortholog in Pflanzen beteiligten Master-Regulatoren der circadianen Rhythmik in O. tauri identifiziert werden. Hierbei handelt es sich um das Response Regulator Protein Time of Cab Expression 1 (TOC1) und den Transkriptionsfaktor Circadian Clock Associated 1 (CCA1), deren Expression über Rückkopplungsreaktionen reguliert ist, da TOC1 die Synthese seines Repressors CCA1 aktiviert [231], [232], [242]. Die beiden Protein-Level bilden einen biologischen Oszillator, über den die notwendigen Anpassungen der Zellen an den Tag-Nacht-Rhythmus effizient erfolgen können [230], [243]. Da auch die beiden mRNA-Level der LOV-HK und des HKR circadianen Schwankungen unterliegen und eine Integration von verschiedenen tageslichtspezifischen Signalen in die circadiane Uhr vermutet wird, wurde eine Beeinflussung dieses Oszillators über die beiden Photorezeptoren angenommen [231]. Darüber hinaus muss der Response Regulator TOC1 für dessen Aktivierung phosphoryliert werden. Es ist vorstellbar, dass sowohl LOV-HK als auch HKR in Ostreococcus die Phosphorylierung eines weiteren Proteins über ihre C-terminale(n) Domäne(n) ausführen könnten, da der modulare Aufbau der vermutlich signaltransduktorisch agierenden Bereiche in beiden Proteinen sehr ähnlich ist. Außerdem stellen sie die beiden einzigen im Genom von O. tauri identifizierten Sequenzen mit potentieller Histidinkinase-Funktion dar. Der direkte Phosphorylgruppentransfer auf TOC1 oder über ein zwischengeschaltetes Phosphotransferprotein infolge einer lichtaktivierten Signalkaskade ist denkbar [230], [231], [242].   
 Abb. 1.17 Photorezeptor-Histidinkinasen in Ostreococcus tauri. Modulare Anordnung der Proteindomänen in den Sequenzen der beiden Photorezeptor-Histidinkinasen LOV-HK (CAL55375) und HKR (XP_003083892.1) in O. tauri (A). Vermutete Aktivierung des circadianen Oszillator-Proteins TOC1 durch Phosphorylgruppentransfer von dem lichtabhängig phosphorylierten HKR und LOV-HK. TOC1 induziert die CCA1-Transkription und wird von CCA1 reprimiert. CCA1 wirkt außerdem direkt oder indirekt als Repressor von HKR und LOV-HK. Abb. wurde entworfen nach [231], [242]. LOV: LOV-Domäne; Rhod: Rhodopsin-Domäne; His: Histidinkinase-Domäne; Rec: Receiver Domäne eines Response Regulators   
Zielsetzung der Arbeit 
34  
Für die LOV-HK konnte eine Sensitiviät der Photorezeptor-Domäne im blauen Bereich des Spektrums bereits beschrieben werden. Daher wird von einer Blaulicht-gesteuerten Phosphorylierung ausgegangen [239]. Da Rhodopsine häufig eine Sensitivität im längerwelligen Bereich des Spektrums besitzen und die circadiane Rhythmik in O. tauri auch durch grünes Licht beeinflusst wird, wird für das HKR eine Aktivierung/Phosphorylierung nach Grünlichteinfluss angenommen [231], [242]. Das CCA1 könnte in diesem Fall nicht nur als Repressor von TOC1 sondern auch für die beiden Photorezeptoren wirken (Abb. 1.17), entweder direkt oder indirekt über ein weiteres zwischengeschaltetes Protein. 
Ostreococcus und die verschiedenen identifizierten Arten bzw. Stämme sind auch hinsichtlich einer Nischendifferenzierung interessant. So sind an verschiedenen weiteren marinen Lebensräumen Differenzierungen in Stämme der oberflächennahen Gewässerschichten (surface/high-light strain) sowie in Stämme der tieferen Gewässerschichten (deep-sea/low-light 
strain) erfolgt [244], was beispielsweise Adaptationen der photosynthetischen Reaktionen an die verschiedenen Lichtbedingungen zur Folge hat. In diesem Zusammenhang könnten Untersuchungen von Interesse sein, die zur Klärung möglicher Unterschiede bezüglich der Sensitivitäten bzw. Existenz verschiedener sensorischer Photorezeptoren führen.   
1.6 Zielsetzung der Arbeit Der große Variantenreichtum der Photorezeptoren im Allgemeinen und der mikrobiellen Rhodopsine im Besonderen lässt viele Fragen bezüglich der genauen Mechanismen und ihrer physiologischen Bedeutung offen. Ein Beispiel für eine interessante Form weitgehend uncharakterisierter mikrobieller Rhodopsine sind die Histidinkinase-Rhodopsine. Da Sequenzen codierend für Histidinkinase-Rhodopsine in vielen verschiedenen Genomen von Algen, Pilzen und Amoeben identifiziert werden konnten, scheinen sie eine wichtige Rolle in der Physiologie der Organismen zu spielen. Ein phylogenetischer Vergleich der Rhodopsin-Domänen aus den HKRs verschiedener Algen mit anderen mikrobiellen Rhodopsinen ergab, dass sie einen eigenen Cluster in dem Phylogramm bilden (Abb. 1.18). Aus ersten Sequenz-Untersuchungen der einzelnen HKRs lässt sich vermuten, dass diese Photorezeptoren eine gesamte Signaltransduktionskaskade in einem einzigen Protein kodieren. In einigen Fällen impliziert die Kaskade die Aufnahme der Lichtinformation, die Signalweiterleitung sowie die Aktivierung einer enzymatischen Domäne. Verglichen mit den bereits charakterisierten Rhdodopsin-Guanylyl-Cyclasen ist das Signaltransduktionssystem in den Histidinkinase-Rhodopsinen vermutlich deutlich komplizierter aufgebaut [165], [166]. Den Sequenzanalysen zufolge müsste die Anwesenheit der homologen Teile zu den bakteriellen Zwei-Komponenten-Systemen einen Phosphoryl-Gruppen-Transfer zur Signalweiterleitung erfordern. Dieser könnte eine Aktivierung der enzymatischen Cyclase-Domäne zur Folge haben. Nicht bekannt sind die Bedingungen, unter denen die Photorezeptor-Domäne diese Reaktionen initiiert. Hierunter fallen beispielsweise die Sensitivität des Rhodopsins für einen bestimmten spektralen Bereich, die Bildung eines aktiven Zustandes, die Form der Weiterleitung des Signals auf die Histidinkinase-Domäne und die kinetischen Aspekte, die hierbei eine Rolle spielen könnten.   
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 Abb. 1.18 Phylogenetische Analyse der Photorezeptor-Domäne verschiedener mikrobieller Rhodopsine. Die Histidinkinase-Rhodopsine bilden einen eigenen Cluster im Phylogramm.  Die vier hervorgehobenen HKRs spielen in den folgenden teilen der Arbeit eine übergeordnete Rolle. Es wurden Rhodopsine folgender Organismen verglichen: Cr: Chlamydomonas reinhardtii; Vc: Volvox carteri; Ps: Pleodorina 
starri; Ot: Ostreococcus tauri; Ol: Ostreococcus lucimarinus; O: Ostreococcus sp.; Mp: Micromonas pusilla; Mi: Micromonas sp.; M: Mesostigma viride; Pg: Pyramimonas gelidicola; D: Dunaliella salina; Hp: Haematococcus 
pluvialis; Ca: Chloromonas augustae; Cy: Chlamydomonas yellowstonensis; Np: Natronomonas pharaonis; H: Haloarcula marismortui; P: Podospora anserina; n: Neurospora crassa; Mac: Leptosphaeria maculans; Aa: 
Acetabularia acetabulum; Cv: Chlorella vulgaris; Cp: Cyanophora paradoxa; Gt: Guillardia theta; Cs: Cryptomonas 
sp. (HKR: Histidinkinase Rhdopsine; ChR: Channelrhodopsine; ar-3: Archaerhodopsin-3; BR: Bakteriorhodopsin; HR: Halorhodopsin; cR: Cruxrhodopsin; op: Opsin; Cop: Chlamyopsin ASR: Anabaena sensory Rhodopsin; Abb. verändert mit Erlaubnis von [226].  In den klassischen Zweikomponenten-Systemen sind die Histidinkinasen modular aus einer Sensor-Domäne, einer Dimerisierungs- und Histidin-Phosphotransfer-Domäne (DHp) und einer katalytischen Domäne (CA) aufgebaut. Als Antwort auf sich ändernde Umweltbedingungen erfolgt die ATP-abhängige Autophosphorylierung der Histidinkinase. Hierbei empfängt die Sensor-Domäne den Stimulus und die CA-Domäne katalysiert die Übertragung der γ-Phosphoryl-Gruppe eines ATP-Moleküls auf den konservierten Histidinrest in der DHp-Domäne der Histidinkinase (siehe Abb. 1.19 A) [224], [245].  Es müsste im Fall der HKRs überprüft werden, inwiefern eine Rhodopsin- also lichtaktivierte Phosphorylierung der Histidinkinase-Domäne stattfindet. Des Weiteren könnte analog zu den Zweikomponentensystemen der Phosphoryl-Gruppentransfer von der putativen Histidinkinase- auf die putative Receiver-Domäne einen wichtigen Schritt für die Auslösung der folgenden enzymatischen Reaktion darstellen. Denn in den Signaltransduktionsmechanismen der Zweikomponenten-Systeme folgt auf die Phosphorylierung der Histidinkinase eine Übertragung der Phosphorylgruppe auf den konservierten Aspartat-Rest der Receiver-Domäne eines Response Regulators.  
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Durch die Phosphorylierung wird in der Regel über eine Konformationsänderung im Protein die C-terminale Output-Domäne des Response Regulators aktiviert. Die aktiven Response Regulatoren können als DNA-bindende Proteine einen Einfluss auf die Genexpression ausüben, sie können andere Proteine in ihrer Aktivität beeinflussen oder die Output-Domäne besitzt selbst eine enzymatische Aktivität [246]. In den HKRs wäre der Phosphorylgruppentransfer als 
Phosphorelay-Mechanismus organisiert, da die Übertragung zwischen Resten in der Histidinkinase-Domäne und der Receiver-Domäne in ein und demselben Protein stattfinden müsste. Derartige Varianten sind auch in anderen erweiterten „Zwei-Komponenten-Systemen“, den Phosphorelay-Systemen, zu finden [224]. Hier ist die Histidinkinase kovalent mit einer 
Receiver-Domäne verbunden (Hybrid-Histidinkinase) und es kommt nach Autophos-phorylierung der Histidinkinase-Domäne zu einer Übertragung des Phosphoryl-Restes auf den Aspartat-Rest der Receiver-Domäne. Von dort wird die Phosphoryl-Gruppe meist auf ein Histidin eines Histidin-enthaltenden Phosphotransfer-Proteins (HPt) transferiert, die wiederum die 
Receiver-Domäne des nachgeschalteten Response Regulators phosphoryliert (siehe Abb. 1.19 B; [224], [246]. Nach Phosphorylierung steuert die Output-Domäne die spezifische Antwort-Reaktion. In Organismen mit HKRs, bei denen eine C-terminale Cyclase-Domäne gegeben ist, müssten die Bildung der cyclischen Mononukleotide und deren physiologische Bedeutung nachgewiesen werden (Abb. 1.19 C, Cr-HKR1). Im Fall der Proteine, die keine potentielle Effektor-Domäne aufweisen, müsste der Interaktionspartner und dessen Aufgabe gefunden werden (Abb. 1.19 B, Os-HKR). In der vorliegenden Arbeit sollte mit Hilfe verschiedener Strategien die Funktionsweise von HKRs aus einzelligen Grünalgen ermittelt werden. Die Untersuchungen basierten auf erweiterten Sequenzanalysen, die am Anfang des Projektes standen. Anhand von mRNA-Analysen sollte eine Überprüfung des in der Genom-Datenbank prognostizierten Genmodells für Cr-HKR2 erfolgen, da dessen Sequenz im Vorfeld der Arbeit noch nicht verifiziert war. Vergleichende Analysen der Aminosäuresequenzen und der Gesamtarchitektur verschiedener Vertreter der HKRs dienten der Suche nach Hinweisen auf strukturelle und funktionelle Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede. Die Bereiche, die Homologien zu anderen Proteinen zeigen, wurden mit Vertretern der entsprechenden Proteinklassen verglichen. Hierbei sollte die Anwesenheit konservierter Reste und Regionen überprüft werden, die für eine Funktionalität und Spezifität der Domänen essentiell sind.  
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  Abb. 1.19 Putative Signaltransduktion in Histidinkinase-Rhodopsinen. Vereinfachte Illustration von Phosphorylierungs- und Phosphoryl-Gruppen-Transfer-Reaktionen in klassischen Zweikomponenten-Systemen (A) und in einem Phosphorelay-Mechanismus (B). Schematische Darstellung der enthaltenen putativen Protein-Domänen in den Aminosäuresequenzen von Cr-HKR1 und Os-HKR als Beispiele für HKRs aus einzelligen Grünalgen. Die Pfeile geben vereinfacht die möglichen Schritte der an der Signaltransduktion beteiligten Prozesse wieder, die allerdings bislang nicht aufgeklärt wurden. Die Orange und Grün gefärbten Bereiche markieren die homologen Regionen zu den Histidinkinasen bzw. den Response Regulatoren. (DHp: Dimerisierungs- und Histidin-Phosphotransfer-Domäne; CA: katalytische Domäne; Rec: 
Receiver-Domäne; HPt: Histidin-enthaltendes Phosphotransfer-Protein; Abb. wurde entworfen nach [224], [246]. 
 Die Expression verschiedener HKRs sowie verkürzter Teilstücke bzw. Hybridversionen in fremden Expressionssystemen wurde getestet. Mit Hilfe von elektrophysiologischen Experimenten wurde versucht, die lichtaktivierte Produktion von cyclischen Nukleotiden durch die HKRs mit C-terminaler Cyclase-Domäne nachzuweisen. Phosphorylierungs-Assays sollten die vermutete lichtabhängige Phosphorylierung in Konstrukten aus Photorezeptor- und Histidinkinase-Domäne bestätigen. Zusätzlich waren besonders die Photorezeptor-Eigenschaften der HKRs von Interesse, da von diesen alle weiteren Molekül-internen Reaktionen abhängig sind. Es sollte eine Methode zur Herstellung rekombinanter Rhodopsin-Konstrukte auf die Transmembran-Domänen der HKRs übertragen werden. Die aufgereinigten Rhodopsin-Domänen sollten ausführlichen spektroskopischen Analysen unterzogen werden. Ein Ziel war dabei das Sammeln von Informationen über die biophysikalischen Eigenschaften der Rhodopsine bezüglich Absorptionseigenschaften, Photoreaktionen und Beeinflussung durch äußere Parameter und deren Vergleich mit anderen mikrobiellen Rhodopsinen. Aus den Eigenschaften sollten Rückschlüsse gezogen werden, welche Bedeutung die Photorezeptoren aufgrund ihrer spektralen Sensitivität für die Ursprungsorganismen haben könnten.  Eine Kombination der Ergebnisse aus den funktionellen Analysen und der spektroskopisch ermittelten Daten sollte zur Identifizierung und Zuweisung eines lichtinduziert gebildeten aktiven Zustandes/Signalzustandes führen.  
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2.  Material und Methoden 
2.1 Verwendete Geräte, Chemikalien und Enzyme Tabelle 2.1: Verwendete Geräte 
Schüttelinkubatoren  Innova 4200 New Brunswick Scientific Innova 4230 New Brunswick Scientific Innova 4430 New Brunswick Scientific   
Zentrifugen  Avanti Centrifuge J-20-XP Beckman Coulter Centrifuge 5415 R Eppendorf Mini Spin® Plus Eppendorf Megafuge 1.0R Heraeus Discovery 90SE Ultracentrifuge Sorvall TL-100 Ultracentrifuge Beckmann   
Zellaufschlussgeräte  EmulsiFlex C3 Avestin EmulsiFlex B15 Avestin   
Elektroporationsgerät  Electro Cell Manipulator 630 BTX Harvard Apparatus   
Mikroinjektor  Nanoliter 2000 World Precision Instruments   
PCR-Blöcke  T-Gradient Thermoblock Biometra PeqSTAR 96 Universal PeqLab   
Semi-dry-Blotter  Blue Flash-M Serva Electrophoresis   
Gel- und Blot Visualisierung  UV-Transilluminator Intas Laser-Scanner FujiFilm FLA 3000   
UV/Vis-Spektrophotometer  Cary 300 Bio UV-Visible Varian Ultrospec 1100 pro Amersham Biosciences BioSpectrometer®  Eppendorf   
Blitzlichtphotolyse  OPO/Nd:Yag-Laser-System Applied Photophysics iStar ICCD Kamera Andor Shamrock Spektrograph Andor   
pH-Meter  766 Calimatic Knick    
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Tabelle 2.2: verwendete Chemikalien 
Chemikalie 
 
Hersteller Acetonitril Merck Acrylamid (Rotiphorese® Gel 30) Roth Agar BD Bacto Agarose PEQ Lab bzw. Roth all-trans-Retinal Sigma-Aldrich Ammoniumperoxodisulfat (APS) Sigma-Aldrich Ampicillin-Natriumsalz Roth Biotin MP Biomedicals 100 x BME-Vitamin Mix Sigma-Aldrich 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) Sigma-Aldrich Bromphenolblau Sigma-Aldrich Calciumchlorid wasserfrei Roth 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat (CHAPS)  Pierce Citrat (99,5 %) Roth Coomassie-Blau, Serva Blue R-250 Serva Deuteriumoxid (D2O) Roth/Sigma-Aldrich Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma-Aldrich Dimethylformamid (DMF) Sigma-Aldrich Dithiothreitol (DTT) Roth n-Dodecyl-β-D-Maltosid (DDM) Glycon/Roth Essigsäure (100 %) Roth Ethanol p.a. (≥ 99,8 %) Roth Ethidiumbromidlösung (10 mg/ml) Sigma Ethylacetat (Essigsäureethylester) Roth Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich Ethylenglycoltetraessigsäure (EGTA) Sigma-Aldrich Formaldehydlösung (37%) Roth Fos-Cholin 14 Anatrace D-(+)-Glucose Roth 
Glycerin (≥ 86 % bzw. ≥ 99,5 %) Roth Glycin Roth n-Hexan Roth 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsäure (HEPES)  Roth Hydroxylaminhydrochlorid  Sigma-Aldrich Imidazol Sigma-Aldrich Kaliumchlorid Roth Kaliumdihydrogenphosphat Roth Di-Kaliumhydrogenphosphat Roth Kaliumhydroxid-Plätzchen Roth Kanamycinsulfat Roth Mg2+-ATP Roth Magnesiumchlorid (MgCl2 x 6 H2O) Roth Manganchlorid (MnCl2 x 4 H2O) Fluka 2-Mercaptoethanol Roth Methanol p.a. (99,9 %) Roth Milchpulver (Blotting Grade) Roth 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure (MES) Roth 3-Morpholinopropansulfonsäure (MOPS) Roth Natriumacetat Sigma-Aldrich Natriumazid Sigma-Aldrich 
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Fortsetzung Tabelle 2.2: verwendete Chemikalien  Natriumbromid Merck Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat Merck Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich Natriumchlorid Roth Natriumhydroxid Plätzchen Roth Natriumiodid Sigma-Aldrich Natriumnitrit Sigma-Aldrich Natriumsulfat ChemSolute Natronlauge 5 mol/l = 5 N Roth Nickel-NTA Qiagen Nitroblau Tetrazolium (NBT) Sigma-Aldrich/Fluka Nuklease freies Wasser Qiagen Penicillin (10000 U/ml)-Streptomycin (10 mg/ml)-Lösung  Sigma-Aldrich Phenol-Chloroform/Isoamylalkohol Roth Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Roth 2-Propanol Roth D-Saccharose Roth Salzsäure 6 N und 1 N Roth Salzsäure 37 % Roth SYBR® Safe  ThermoFisher Sc. D-Sorbit Roth Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth Trichloressigsäure Roth Trichlormethan (Chloroform) Roth Tris(hydroxymethyl)-aminomethan  (TRIS-HCL)  Roth Triton®X 100 Roth Trypton BD Bacto Tween 20 Roth Yeast Extract BD Bacto Yeast Nitrogen Base (YNB) Invitrogen Zeocin™ (Lösung 100 mg/ml) Invitrogen/InvivoGen    Tabelle 2.3: Verwendete Enzyme 
Enzyme für den Restriktionsverdau 
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Fortsetzung Tabelle 2.3: Verwendete Enzyme 
 
Enzyme für die Dephosphorylierung 
 
 
Fast Alkalische Phosphatase  (Fast-AP) Fermentas/ThermoFisher Sc. Calf intestine alkaline phosphatase (CIAP) Fermentas/ThermoFisher Sc. Antarktische Phosphatase NEB 
  
  
Enzyme für die PCR 
 
 Phusion DNA-Polymerase Finnzymes/Fermentas/ ThermoFisher Sc. Pfu-DNA-Polymerase Fermentas/ThermoFisher Sc. Taq-DNA-Polymerase Fermentas/ThermoFisher Sc./Invitrogen Platinum® Taq DNA Polymerase Invitrogen 
  
  
Enzyme für die RT-PCR 
 
 ThermoScript™ RT Invitrogen RNaseOUT™ Invitrogen 
  
  
Enzyme für die Ligation 
 
 T4-DNA-Ligase Invitrogen T4-DNA-Ligase Fermentas/ThermoFisher Sc.   
Sonstige Enzyme 
 
 DNaseI Roche 
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2.2 Puffer, Lösungen und Wachstumsmedien Sofern nicht anderweitig angegeben, wurden die Chemikalien zur Herstellung der Puffer und Lösungen in zweifach destilliertem Wasser gelöst und durch Autoklavieren oder Sterilfiltration sterilisiert. Die Zutaten für die Wachstumsmedien wurden in einfach destilliertem Wasser gelöst und ebenfalls autoklaviert oder sterilfiltriert.   Tabelle 2.4: Verwendete Puffer 




10 x MOPS-Elektrophorese-Puffer (pH 8,0)  0,2 M MOPS (pH 7,0) 20 mM Na-Acetat 10 mM EDTA (pH 8,0)   10 x PBS   1,37 M NaCl   27 mM KCl 100 mM Na2HPO4   20 mM KH2HPO4   1 x PBS-T 100 ml 10 x PBS 900 ml H2O 0,1 % v/v TWEEN20    RNA-Lyse-Puffer (pH 8,0) 0,3 M NaCl 5 mM EGTA 50 mM Tris-HCl (pH 8,0) 2 % w/v SDS   50 x TAE-Puffer (pH 8,0) 2 M Tris-HCl 0,1 M EDTA (pH 8,0) 1 M Essigsäure   TE-Puffer 10 mM Tris-HCl 1 mM EDTA   4 x SDS-Ladepuffer (pH 6,8) 200 mM Tris-HCl (pH 6,8) 400 mM DTT 8 % w/v SDS 0,4 % w/v Bromphenolblau 40 % v/v Glycerin   SDS-Laufpuffer nach Lämmli (pH 8,9) 0,25 M Tris-HCl 1,92 M Glycin 1 % w/v SDS   Transferpuffer (pH 8,5) 0,025 M Tris-HCl (pH 8,5) 0,15 M Glycin 10 % v/v Methanol  Detektionspuffer  (pH 9,0) 0,1 M Tris-HCl 0,1 M NaCl 0,05 M MgCl2 
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Fortsetzung Tabelle 2.4: Verwendete Puffer  
Puffer für Wachstumsmedien 
 
 Kaliumphosphatpuffer (pH 6,0) 13,2 % v/v 1 M K2HPO4 86,8 % v/v 1 M KH2PO4    
Puffer für die Proteinbiochemie   Aufschlusspuffer (pH 7,4-7,8) 11,3 ml 1 M NaH2PO4 100 mM NaCl 1 mM EDTA 5 % v/v Glycerin  1 mM PMSF   Dialysepuffer (pH 7,4-7,8) 100 mM NaCl 20 mM HEPES 10 % v/v Glycerin 0,03 % w/v DDM 0,1 mM PMSF   Elutionspuffer 1 (pH 7,4-7,8) Dialysepuffer 200 mM Imidazol 
  Elutionspuffer 2 (pH 7,4-7,8) Dialysepuffer 500 mM Imidazol   Solubilisierungspuffer (pH 7,4-7,8) Dialysepuffer 1 % w/v DDM 10 mM Imidazol   Waschpuffer (pH 7,4-7,8) Dialysepuffer 25 mM Imidazol   Hochsalzpuffer (pH 7,8) 1 M NaCl 20 mM HEPES 10 % v/v Glycerin 0,03 % w/v DDM 0,1 mM PMSF   Salzfreier Puffer (pH 7,8) 20 mM HEPES 10 % v/v Glycerin 0,03 % w/v DDM 0,1 mM PMSF   
 
Puffer zum Testen der Ionenselektivität   HEPES-Puffer (pH 7,8) salzfreier Puffer + 2 M Salz (NaCl, NaBr, NaI, NaN3 bzw. Na2SO4)     
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Fortsetzung Tabelle 2.4: Verwendete Puffer  
Puffer zum Testen der pH-Abhängigkeit 
 
 Citrat-Puffer (pH 4-6) 100 mM NaCl 20 mM Citrat 10 % v/v Glycerin 0,03 % w/v DDM 0,1 mM PMSF   MES-Puffer (pH 5,2-6,5) 100 mM NaCl 50 mM MES 10 % v/v Glycerin 0,03 % w/v DDM 0,1 mM PMSF   Tris-Puffer (pH 7,0-9,0) 100 mM NaCl 20 mM Tris 10 % v/v Glycerin 0,03 % w/v DDM 0,1 mM PMSF   
Puffer für Phosphorylierungs-Assays 
 
 Kinase-Puffer (pH 7,4) 100 mM HEPES 50 mM KCl 10 mM MgCl2 (10 mM MnCl2) 1 mM DTT 10 % Glycerin   
Oozyten-Puffer   HbA-Puffer (pH 7,6) 20 mM Tris 5 mM MgCl2 5 mM Na2HPO4 1 mM EDTA 80 mM Saccharose 0,1 mM PMSF   Oozyten-Ringer-Puffer (ORI) (pH 7,2) 96 mM NaCl 5 mM KCl,  1,8 mM CaCl2 1 mM MgCl2 5 mM MOPS-NaOH,  50 U/l Penicillin 0,05 mg/mL Streptomycin  Tabelle 2.5: Verwendete Lösungen 
Lösungen für Pichia-Kultivierung 
 
 500 x Biotin  0,02 % w/v Biotin in ddH2O (sterilfiltriert)   
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Fortsetzung Tabelle 2.5: Verwendete Lösungen  10 x Glucose 20 % w/v D-Glucose in dH2O (autoklaviert)   10 x Glycerin 10 % v/v Glycerin in dH2O (autoklaviert)   10 x Yeast Nitrogen Base 13,4 % w/v YNB in dH2O (sterilfiltriert) 
  
  




BCIP-Lösung 50 mg/ml BCIP in Dimethylformamid   NBT-Lösung 75 mg/ml NBT in 70 % v/v Dimethylformamid   APS-Lösung 10 % w/v in ddH2O   Coomassie-Färbelösung 0,1 % w/v Coomassie-Blau 50 % v/v Ethanol 10 % v/v konzentrierte Essigsäure 
  
  
Lösungen für Phosphorylierungs-Assays 
 





 1000 x Ampicillin-Stammlösung 100 mg/ml (in ddH2O, sterilfiltriert)   500 x Kanamycin-Stammlösung 50 mg/ml (in ddH2O, sterilfiltriert)  Zeocin™ 100 mg/ml (kommerziell)   Penicillin/Streptomycin-Lösung 10000 U/ml-10 mg/ml (kommerziell)     
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Fortsetzung Tabelle 2.5: Verwendete Lösungen  
Proteinase-Inhibitor-Stammlösung   1000x PMSF-Stammlösung 0,1 M PMSF in Isopropanol 
   Tabelle 2.6: Verwendete Wachstumsmedien zur Kultivierung von E. coli und P. pastoris  





 Yeast Extract Peptone Dextrose Medium (YPD) (+ Zeocin™) 2 % w/v Trypton 1 % w/v Yeast Extract 2 % w/v Glucose (2 % w/v Agar) (100 µg/ml Zeocin™)   YPDS-Agar + Zeocin™ YPD 1 M Sorbitol 100 µg bzw. 500 µg/ml Zeocin™   Gepuffertes Glycerin Komplexmedium (BMGY) 2 % w/v Trypton 1 % w/v Yeast Extract 100 mM Kalium-Phosphat-Puffer 1,34 % w/v YNB 1 % v/v Glycerin 1 ml 500 x Biotin/500 ml Medium bzw.  5 ml BME-Vitamine/500 ml Medium   Gepuffertes Methanol Komplexmedium (BMMY) 2 % w/v Trypton 1 % w/v Yeast Extract 100 mM Kalium-Phosphat-Puffer 1,34 % w/v YNB 2,5 % v/v Methanol 1 ml 500 x Biotin/500 ml Medium bzw.  5 ml BME-Vitamine/500 ml Medium  5 µM all-trans Retinal  
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2.3 Sequenzanalysen, Vergleiche und Strukturmodellierung Der Vergleich der Primärstruktur von Proteinen kann viele Vorteile für die nachfolgenden Analysen haben. So konnte schon im Vorfeld durch das Fehlen oder die Gegenwart von Ähnlichkeiten mit anderen Proteinen eine Vorstellung über die Funktionalität und die Architektur der untersuchten Proteingruppe gewonnen werden. Die Sequenzen der bis zum Beginn dieser Arbeit noch wenig untersuchten Histidinkinase-Rhodopsine stammten zum Teil aus verschiedenen Versionen der Genomdatenbank für Chlamydomonas reinhardtii (Chlre version 3, Chlre version 4 bzw. Phytozome) des Joint Genome Institute (JGI, Walnut Creek, USA). Diese Datenbank enthält homologiebasierte Genmodelle und trifft damit Vorhersagen über die exprimierten Sequenzen und die Exon-Intron-Organisation der Gene. Da diese Modelle aber durchaus Fehler enthalten können, wurden, sofern möglich, durch RT-PCR verifizierte Daten verwendet. Mit den verschiedenen Sequenzen wurden computerbasierte BLAST-(Basic Local Alignment Search Tools)-Analysen durchgeführt. Mit der Conserved Domain (cds)-Anwendung des National Center for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, USA) wurden die Sequenzen nach homologen konservierten Domänen durchsucht. Direkte Vergleiche wurden über das Alignment-Werkzeug des NCBI und mit dem ClustalOmega-Programm (European Molecular Biology Laboratory-EBI, Cambridgeshire, UK) durchgeführt.  Von den Rhodopsin-Domänen wurden Struktur-Modelle mit Hilfe des Programms swiss-pdb-Viewer [247] anhand von Sequenzhomologien auf Basis der Struktur des Bakteriorhodopsin (1KGB [106]) an den SwissModel-Workspace (http://swissmodel.expasy.org/) übermittelt und berechnet. Abbildungen der Modelle wurden mit der 3D-Graphiksoftware PyMol Molecular Graphics Systems (Version 1.6, Schrödinger, LLC, http://www.pymol.org) erstellt und bearbeitet. Auf Basis der Modelle konnten mit der Propka-Analyse theoretische Vorhersagen über pKa-Werte von funktionellen Gruppen des Proteins gemacht werden (propka.org Version 3.0;[248], [249]. Mithilfe des NetNGlyc-Workspace (1.0 Server, http://NetNGlyc.expasy.org/ [250]). wurden die Sequenzen hinsichtlich möglicher Glykosylierungs-Motive untersucht.  
2.4 Allgemeine molekularbiologische Methoden 
2.4.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) Durch die Methode der PCR, ist es möglich mit Hilfe eines hitzestabilen Enzyms, der DNA-Polymerase, DNA spezifisch zu vervielfältigen [251]. Die flankierenden Primer bestimmen die Region der zu amplifizierenden DNA. Sie können der ursprünglichen Sequenz komplett gleichen oder es können durch Überhänge die Enden der Sequenz modifiziert werden. Dies können z.B. für eine nachfolgende Klonierung benötigte Sequenzen zur Erkennung von Restriktionsenzymen sein oder auch überhängende Enden für eine überlappende PCR zum Zusammenfügen von DNA-Abschnitten. Die PCR-Reaktionen wurden in 50 µl-Ansätzen durchgeführt.     
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Tabelle 2.7: Pipettierschema für PCR-Ansätze  
Komponente Volumen/Reaktion (= 50 µl) Matritzen-DNA (50-100 ng/µl] 0,5-1 µl Sense Primer (10 µM, Sigma) 1 µl Antisense Primer (10 µM, Sigma) 1 µl dNTP-Mix (2 mM, Ferm./Th.Fisher Sc.) 5 µl 10 x Pfu-Polymerase-Puffer (Fermentas/Th.Fisher Sc.) 5 µl Pfu DNA-Polymerase (2 U/µl) 0,5 µl ddH2O ad 50 µl  Es wurden für die PCR-Programme mit alternierenden Temperaturen PCR-Cycler verwendet: Initial-Denaturierung  98°C      2 min Denaturierung   98°C      30 s Anlagerung der Primer  50-65°C 30 s              x 30  Elongation (1 kb/min)  72°C      1-3 min Finale Elongation  72°C  5 min Die resultierenden DNA-Fragmente wurden auf einem Agarose-Gel aufgetrennt und visualisiert.   
2.4.2 Agarose-Gelektrophorese Zur Überprüfung bzw. der Präparation der DNA-Fragmente aus PCR oder Restriktionsverdau wurden sie über Agarose-Gelektrophorese der Größe nach aufgetrennt. Zur Herstellung des Gels wurden 1 % (w/V) Agarose in einfach konzentriertem TAE-Puffer durch Aufkochen gelöst. Nach Abkühlen der Agarose-Gellösung auf ca. 50 °C wurde Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,1 µg/ml) oder SYBR Safe® (nach Herstellerangaben) zur Färbung der DNA hinzugegeben und das Gel wurde in eine geeignete Gel-Kammer gegossen. Nach dem Abkühlen des Gels wurden die Proben (20-50 ng DNA bzw. ein gesamter Restriktionsanatz) in einfach konzentriertem Ladepuffer (Orange Loading Dye) in die Geltaschen geladen. Als Größenstandard wurden 7 µl des 1 Kb DNA-Ladder Plus (ThermoFisher Scientific) aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte in einfach konzentriertem TAE-Elektrophorese-Puffer bei einer Spannung von 70-80 V für            30-45 min. Die DNA-Banden wurden anschließend mit Hilfe eines UV-Transilluminators visualisiert. Wenn nötig wurden die gewünschten Banden mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA nach Herstellerangaben über das Nucleospin Extract Aufreinigungssystem (Macherey Nagel) extrahiert.  
2.4.3 Restriktionsverdau Zur Klonierung von DNA-Fragmenten in bestimmte Plasmide als Vektoren, mussten sowohl das zu inserierende DNA-Fragment als auch das Plasmid mit den entsprechenden Restriktionsenzymen geschnitten werden. Die Reaktionen wurden in 20-50 µl Endvolumen in 1,5 ml Reaktionsgefäßen durchgeführt.   
                                                                                                                                   Material und Methoden 
49  
Tabelle 2.8: Pipettierschema für Restriktionsverdaus 
Komponente Volumen/ Reaktion (= 20-50 µl) DNA (100 ng-2µg) x µl Restriktionsenzym 1 (1 U/µl) 1 µl Restriktionsenzym 2 (1 U/µl) 1 µl 10 x FD-Puffer/geeigneter Reaktionspuffer  (Ferm./Th.Fish. Sc.) 2-5 µl ddH2O ad 20-50 µl  Die Reaktionen wurden für 30 min (FD-Enzyme) bis zu mehreren Stunden bei 37 °C bzw. bei der für das entsprechende Restriktionsenzym optimalen Temperatur inkubiert. Bei 60-85 °C für 5 min wurde die Reaktion gestoppt. Die gesamten Ansätze wurden auf ein 1 %-Agarose-Gel aufgetragen und visualisiert (siehe 2.4.2). Die benötigten Banden wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten und die DNA aus dem Gel über das Nucleospin Extract Aufreinigungssystem (Macherey Nagel) nach Herstellerangaben extrahiert. Um Selbstligationen des Vektors ohne das zu inserierende DNA-Fragment zu minimieren wurden die geschnittenen Plasmide mit einer alkalischen Phosphatase (Fast AP, Fermentas) nach Herstellerangaben behandelt.  
2.4.4 Ligation Um das gewünschte Gen in das geeignete Plasmid zu inserieren, wurden Ligationsansätze aus den zuvor geschnittenen und extrahierten DNA-Fragmenten und Vektoren zusammengestellt. Die Plasmid- und die Insert-DNA wurden in ein Verhältnis von 1:3 bis 1:10 gesetzt, da ein Überschuss an Insert-DNA die Ligationseffizienz erhöhen sollte. Des Weiteren wurde jeweils eine Kontroll-Ligation angesetzt, die ausschließlich geschnittene Plasmid-DNA enthielt. Hiermit sollte die Religationsneigung des Plasmids veranschaulicht werden.  Tabelle 2.9: Pipettierschema für Ligationsansätze 
Komponente Volumen/Reaktion (= 20 µl) Plasmid-DNA (100 ng/µl) 1-3 µl Insert-DNA (25-100 ng/µl) 5-10 µl T4 DNA-Ligase (1 U/µl)   1-2 µl T4 Ligase-Puffer (10 x, Ferm./Th.Fish. Sc.) 2 µl ddH2O ad 20 µl  Die Ligationsansätze wurden für 1 h bzw. über Nacht bei 18-21 °C inkubiert. Die gesamten Ansätze wurden in chemisch kompetente E.coli DH10b oder XL1-Blue transformiert (siehe 2.5.2).  
2.4.5 Plasmid-DNA-Präparation Es wurden die entsprechenden transformierten E.coli-Zellen in LB-Flüssigkulturen mit dem für die Selektion erforderlichen Antibiotikum bei 37 °C wachsen gelassen und durch Zentrifugation geerntet.  
Allgemeine molekularbiologische Methoden 
50  
Die Plasmid-DNA wurde mit den Aufreinigungssystemen NucleoSpin® Plasmid bzw. dem NucleoBond® Xtra Midi nach Herstellerangaben (Macherey Nagel) aus den E.coli-Zellen extrahiert.  
2.4.6 Zielgerichtete Mutagenese Um bestimmte Aminosäuren für die Beantwortung gezielter Fragestellungen auszutauschen, wurden Primer verwendet, welche die gewünschte Veränderungen in der Sequenz enthielten. Dieses Mismatch wurde in die zentrale Region der Primer eingearbeitet, wobei eine Anlagerung der Primer an die Matritzen-DNA durch die 3‘- und 5‘-Enden möglich war. Es wurde während der PCR das gesamte Plasmid amplifiziert und hierbei durch die Mutagenese-Primer die Mutation in das Gen eingeführt. Folgende Primer wurden für die Mutagenese-Reaktionen verwendet (die roten Basen markieren das Codon der eingeführten Mutation):  Cr-HKR1:  M113D:  5‘-CTCCTCCGAACCGTGGATTGGCTGCTCACAAC-3’     5’-GTTGTGAGCAGCCAATCCACGGTTCGGAGGAG-3’   M113E:  5‘-CTCCTCCGAACCGTGGAATGGCTGCTCACAAC-3‘     5‘-GTTGTGAGCAGCCATTCCACGGTTCGGAGGAG-3‘   D239E:  5‘-CTTGGTGTGCTTGTGAGTTCCTGGGCAAAGTCATG-3‘      5’-CATGACTTTGCCCAGGAACTCACAAGCACACCAAG-3’   D239N:  5‘-GACTTGGTGTGCTTGTAACTTCCTGGGCAAAGTCATG-3’     5‘-CATGACTTTGCCCAGGAAGTTACAAGCACACCAAGTC-3‘ Cr-HKR2: N296D:  5‘-GAATGTGTTCGCCGACTTCATGGCCAAAGTGC-3‘     5‘-GCACTTTGGCCATGAAGTCGGCGAACACATTCAGG-3‘ Ot-HKR: E181N:  5‘-CTTAGATACTTGAACTGGATGATGACTACCCCCG-3‘     5‘-GGTAGTCATCATCCAGTTCAAGTATCTAAGCAATG-3‘   D314N:  5- GAATGGTTCCTTAGCTGTAATGTGCTGACAAAAGC-3‘     5‘-GCTTTTGTCAGCACATTACAGCTAAGGAACCATTC-3‘  Tabelle 2.10: Pipettierschema für Quick-Change-PCR: 
Komponente Volumen/Reaktion (= 50 µl) Matritzen-DNA (50-100 ng/µl] 0,5-1 µl Mutagenese Primer fw (10 µM, Sigma) 1 µl Mutagenese Primer rev (10 µM, Sigma) 1 µl dNTP-Mix (2 mM, Ferm./Th.Fisher Sc.) 5 µl 5x HF-Puffer (Ferm./ Th.Fisher Sc.) 10 µl Phusion-DNA-Polymerase (2 U/µl, Ferm./ Th.Fisher Sc.) 0,5 µl ddH2O ad 50 µl 
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PCR-Programm: Initial-Denaturierung  98°C      2 min Denaturierung   98°C      30 s Anlagerung der Primer  50-65°C 45 s              x 18  Elongation (1 kb/min)  72°C      5-6 min Finale Elongation  72°C  8 min  Um die methylierte Matritzen-DNA, die keine Mutation enthielt, aus dem Ansatz zu entfernen, wurde ein DpnI-Verdau im Anschluss an die PCR durchgeführt. Zu dem PCR-Ansatz wurde hierfür das Restriktionsenzym 1 µl FD-DpnI (1 U) hinzugefügt und bei 37 °C für 30 min inkubiert. Der gesamte Ansatz wurde auf ein 1 %-Agarose-Gel aufgetragen und die entsprechende Bande mit dem NucleoSpin® Gel and PCR Cleanup Aufreinigungssystem (Macherey-Nagel) aus dem Gel extrahiert. Mit der resultierenden DNA wurde eine Hitze-Schock-Transformation in E.coli DH10B durchgeführt (siehe 2.5.2). Um mögliche, während der PCR im Rest des Plasmids entstandene unerwünschte Mutationen zu eliminieren, wurde das mutierte Gen in einen neuen Vektor kloniert, mit dem zuvor noch keine Mutagenese durchgeführt wurde (siehe 2.4.3 und 2.4.4). Die gencodierenden Sequenzen wurden vor weiterer Verwendung sequenziert.  
2.4.7 Sequenzierung Die DNA-Konzentration in der resultierenden Lösung wurde mit einem Spektrometer bei einer Wellenlänge von 260 und 280 nm ermittelt und auf 100 ng/µl eingestellt. Davon wurden 10 µl DNA-Lösung mit dem geeigneten Primer bei der Firma Service Molecular Biology (Martin Meixner) bzw. LGC Genomics sequenziert.  
2.5 Allgemeine mikrobiologische Methoden 
2.5.1 Herstellung chemisch kompetenter E.coli-Zellen Es wurde eine Vorkultur aus 5 ml LB-Medium aus einer Glycerolstockkultur (E.coli DH10b oder XL1-blue) angeimpft und über Nacht bei 37 °C und 170 rpm geschüttelt. Die Hauptkultur aus 300 ml LB-Medium wurde in einem 2 l Schikane-Kolben mit 300 µl der Vorkultur angeimpft. Bei 37 °C und 165 rpm wurde die Kultur für 2-3 h wachsen gelassen, bis eine optischen Dichte von 0,1-0,4 bei einer Wellenlänge von 600 nm erreicht wurde. Die Zellen wurden in sterilen Zentrifugationsgefäßen für 10 min bei 4000 x g und 4 °C abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Die Pellets werden in 2 x 20 ml 0,1 M CaCl2-Lösung gewaschen und wiederum abzentrifugiert (30 min, 4000 x g und 4 °C). Die Pellets wurden in je 20 ml 0,1 M CaCl2-Lösung resuspendiert und für 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellsuspensionen wurden für 10 min abzentrifugiert (s.o.) und die Pellets in je 3 ml 0,1 M CaCl2-/15 % Glycerol-Lösung resuspendiert. Aliquots in sterilen Reaktionsgefäßen wurden bei -80 °C gelagert bis zur weiteren Verwendung.  
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2.5.2 Hitze-Schock-Transformation Zu den kompetenten Zellen (50 µl-Aliquots) wurden 50-100 ng DNA bzw. ein gesamter Ligationsansatz gegeben und für 30 min auf Eis inkubiert. Es erfolgte ein Hitze-Schock bei 42 °C im Heizblock oder Wasserbad für 45 s. Anschließend wurden die Zellen für 2 min auf Eis inkubiert. Es wurden 400 µl LB-Flüssigmedium oder LB-low-salt-Flüssigmedium zu jedem Ansatz gegeben und für 1 h bei 37 °C bei 200-300 rpm im Heizschüttler geschüttelt. Die Transformationsansätze (10-100 µl) wurden auf LB-Platten oder LB-low-salt-Platten mit dem zur Selektion der Klone geeigneten Antibiotikum ausplattiert.  
2.5.3 E. coli-Kultivierung Die E. coli-Zellen der Stämme DH10b oder XL1-blue wurden entweder in Flüssigmedium oder auf Agarplatten kultiviert. Es wurde LB-Medium verwendet, welchem je nach Selektionsmarker auf dem entsprechenden Plasmid das Antibiotikum Ampicillin (100 µg/ml) oder Kanamycin (100 µg/ml) zugesetzt wurde. Zur Selektion der Zellen mit einer vom pPIC-Vektor stammenden Zeocin™-Resistenz wurde salzreduziertes LB-low-salt-Medium verwendet, welches Zeocin™ in einer Endkonzentration von 25 µg/ml enthielt. Flüssigkulturen mit einem Volumen von 10-50 ml wurden mit einer Einzelkolonie angeimpft. Für das Animpfen größerer Volumina wurde eine in dem entsprechenden Medium über Nacht gewachsene Vorkultur in einem Verhältnis 1:100 bis 1:200 eingesetzt. Das Wachstum erfolgte in einem Inkubationsschrank bei 37 °C über Nacht, wobei die Flüssigkulturen bei 180-200 rpm geschüttelt wurden.  
2.6 Allgemeine Methoden zur Proteinbiochemie Zur Überprüfung von Expression und Qualität des heterolog exprimierten Proteins wurden die Proben mittels SDS-Polyacrylamidgelektrophorese ihrer Größe nach aufgetrennt. Die Proteinbanden in dem Gel wurden entweder mit Coomassie-Lösung gefärbt oder es folgte ein Proteintransfer auf eine Polyvinylidendifluorid- (PVDF)/Nitrozellulose-Membran.   
2.6.1 SDS-Polyacrylamidgelektrophorese Zur elektrophoretischen Trennung der Proteine wurden 10-12,5 % Polyacrylamid-Gele nach Vorschrift von Lämmli [252] verwendet. Die Proben wurden in einer Verdünnung von 1:4 mit vierfach konzentriertem SDS-Lade-Puffer versetzt. Zusätzlich zu den Proben wurde ein Größenstandard (SDS PageRuler oder SDS PageRuler Plus, Thermo Scientific) aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte für 50-60 min bei 30 mA.  
2.6.2 Coomassie-Färbung Zur unspezifischen Färbung der Proteine im SDS-Gel wurde eine Coomassie-Färbung durchgeführt. Hierzu wurde das SDS-Gel (aus 2.7.1) für einige Stunden bei Raumtemperatur in Coomassie-Färbelösung leicht geschwenkt. Zum Entfärben des Gels wurde es mehrfach in frisches Wasser überführt und jeweils kurz aufgekocht. 
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2.6.3 Western Blot und Immunodetektion Zur spezifischen Anfärbung der heterolog exprimierten Proteine wurden die Proteine aus dem SDS-Gel (aus 2.6.1) elektrophoretisch auf eine PVDF-(Polyvinylidendifluorid-) bzw. Nitrozellulose-Membran übertragen [253], die zuvor durch kurzes Schwenken in Methanol aktiviert worden ist. Der Transfer erfolgte im SemiDry-Blotter mit Transferpuffer für 50-60 min bei 2-2,5 mA/cm2 Membran. Zur Blockierung der freien Bereich der Membran wurde sie nach dem Transfer für 60 min in PBS-T-Puffer, welcher mit 5 % Milchpulver versetzt war, inkubiert. Für die spezifische Antikörperbindung and die myc-tag-tragenden Proteine wurde die Membran für 1,5 h oder über Nacht in PBS-T mit 0,7 % Milchpulver und dem primären anti-c-myc-tag-Antikörper (aus dem Hasen; Sigma-Aldrich; Verdünnung 1:2000) geschwenkt. Nach dem Waschen der Membran (3 x 10 min in PBS-T) wurde sie für 1 h in PBS-T mit dem sekundären AP-(alkalische Phosphatase)-konjgierten anti-Hase-Antikörper (aus der Ziege; Sigma-Aldrich; Verdünung 1:2000) behandelt. Nach erneutem Waschvorgang (3 x 10 min in PBS-T) wurde die Farbreaktion in Detektionspuffer, der mit NBT und BCIP als chromogenes Substrat versetzt wurde (10 ml Detektionspuffer + 30 µl BCIP-Lösung und 8 µl NBT-Lösung), initiiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurde die Membran in Wasser inkubiert und anschließend getrocknet.  
2.7 Methoden zur mRNA-Verifizierung von Cop6/Cr-HKR2 
2.7.1 Gesamt-RNA-Isolierung aus Chlamydomonas reinhardtii Es wurden 400 ml TAP-Medium mit 10 ml einer Chlamydomonas reinhardtii CC125 WT-Vorkultur angeimpft und für 3-4 Tage unter Belichtung (40-60 µE m-2 s-1) bei 18 °C geschüttelt. Die Zellen wurden für 8 min bei 1500 x g und 20 °C durch Zentrifugation geerntet. Der Überstand wurde verworfen, die Zellpellets in wenigen ml TAP-Medium gewaschen und wie zuvor abzentrifugiert. Die Zellpellets konnten in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei         -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert werden. Für die Zell-Lysis wurden die pelletierten Zellen in 8 ml RNA-Lyse-Puffer resuspendiert und in einem 15 ml Falcon Reaktionsgefäß für 30 min unter mehrfachem Vortexen lysiert. Zu dem Zell-Lysat wurden 5 ml einer Phenol-Chloroform-Lösung gegeben und für 10 min unter Schwenken inkubiert. Durch 10-minütiges Abzentrifugieren (4000 x g und 20°C) wurde die RNA-enthaltende wässrige Phase extrahiert und in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. Diese Extraktion wurde so häufig wiederholt, bis keine Protein-Interphase mehr sichtbar war. Zu dieser wässrigen Phase wurden 1 Volumen Chloroform gegeben und das Gemisch für 10 min unter Schwenken inkubiert. Die wässrige Phase wurde wiederum mittels Zentrifugation (4000 x g, 20 °C, 10 min) extrahiert. Durch die Zugabe von 1 Volumen Isopropanol und Inkubation bei -20 °C über Nacht wurden die Nukleinsäuren gefällt. Sie wurden durch Zentrifugation (4000 x g, 4 °C, 15 min) pelletiert und zwei Mal mit je 3 ml 75 % Ethanol gewaschen. Der Überstand wurde vollständig entfernt und die Pellets an der Luft getrocknet bevor sie in 1 ml Tris-EDTA-Puffer (10.01) resuspendiert wurden. Die Qualität der Gesamt-RNA wurde mit Agarose-Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen überprüft (siehe 2.7.2). Es wurden, sofern möglich, für alle Schritte nach Zellaufschluss als Nuklease-frei deklarierte Materialien verwendet. Das Waser für die Puffer-Herstellung wurde mit DEPC behandelt (1 ml DEPC/1000 ml H2O) zur Inaktivierung von RNasen und und anschließend autoklaviert, um das DEPC zu deaktivieren. Für kleinere Wasser-Mengen wurde auf kommerzielles Nuklease-freies Wasser (ThermoFisher Sc.) zurückgegriffen.  
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2.7.2 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese Für ein 1,5 % denaturierendes Agarose-Gel wurden 1,5 g Agarose in 72 ml DEPC-behandeltem Wasser aufgekocht und auf ca. 55 °C abkühlen gelassen. Es wurde mit 10 ml eines 10-fachen MOPS-Elektrophorese-Puffers [254] und 18 ml Formaldehyd gemischt und in eine Gelkammer gegossen. Nach dem Aushärten wurde das Gel in 1-fachem MOPS-Elektrophorese-Puffer für 30 min äquilibriert. Die Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 2-fachem RNA-Ladepuffer (Fermentas) gemischt und für 10 min auf 65 °C erhitzt.  
2.7.3 mRNA-Extraktion aus der C. reinhardtii-Gesamt-RNA von 2.7.1 Die C. reinhardtii-mRNA wurde mit Hilfe des Oligotex® Aufreinigungssystems (Qiagen) angereichert. Dieses beruht auf dem Prinzip, dass die poly-adenylierte mRNA aus der Gesamt-RNA selektiv isoliert werden kann. Dieses Aufreinigungs-System nutzt die Tatsache, dass die mRNAs in eukaryotischen Organismen im Anschluss an die Transkription am 3`-Ende mit einem Adenin-Nukleotid-Anhang versehen werden, im Gegensatz zu den tRNAs und rRNAs. Somit liegt am Ende dieser Prozedur die mRNA in hoher Reinheit vor, was für die weiteren Reaktionen von Nutzen sein kann. Der Vorgang wurde nach dem Protokoll des Herstellers (Oligotex®-Handbuch) für die Extraktion von mRNA aus Gesamt-RNA durchgeführt. Die Konzentration der mRNA in der resultierenden Lösung wurde durch Ermittlung der optischen Dichte in einem Spektrometer bei 260 nm bestimmt. Die Qualität der mRNA wurde auf einem denaturierenden Agarose-Gel überprüft (siehe 2.7.2).  
2.7.4 RT-PCR zur Herstellung der Cop6/Cr-HKR2-Transkripte Zur Herstellung der cDNA aus der mRNA von 2.7.3 wurde das Thermo-Script™ RT-(reverse Transkription)-PCR System der Firma Invitrogen™ benutzt. Es wurden hierzu genspezifische Primer verwendet, welche nach Genmodell-Vorhersage, entsprechend der zeitlich aktuellen Datenbank-Version (Chlamy-jgi 3.0), an der Sequenz binden sollten. Die Reaktion wurde ein einem 0,5 ml Reaktionsgefäß angesetzt. Es wurde vor dem Start der eigentlichen Reaktion folgende Komponenten für 5 min bei 65 °C denaturiert und anschließend auf Eis bis zur weiteren Verwendung inkubiert.  Tabelle 2.11: Pipettierschema 1 für RT-PCR-Reaktion 
Komponente Volumen Genspezifischer antisense Primer (10µM, Sigma) 1 µl mRNA (10 pg-5 µg) x µl dNTP-Mix (10 mM) 2 µl H2O (DEPC-behandelt) ad 12 µl    
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Ein Mastermix aus den weiteren für die RT-PCR benötigten Komponenten wurde angesetzt. Tabelle 2.12: Pipettierschema 2 für RT-PCR-Mastermix: 
Komponente Volumen/Reaktion (= 8 µl) 5 x cDNA Synthese Puffer 4 µl 0,1 M DTT 1 µl RNaseOUT™ (40 U/µl) 1 µl H2O (DEPC-behandelt) 1 µl ThermoScript™ RT (15 U/µl) 1 µl  Es wurden 8 µl des Mastermixes zu den Komponenten aus Tabelle 2.11 gegeben. Die reverse Transkription wurde in einem Thermocycler für 30-60 min bei 50-65 °C durchgeführt. Die Reaktion wurde anschließend für 5 min bei 85 °C gestoppt. Zum Entfernen der Matritzen-mRNA wurde 1 µl RNase H dazugegeben und für 20 min bei 37 °C inkubiert. Die cDNA konnte bei -20 °C gelagert oder sofort zur darauf folgenden PCR verwendet werden.  
2.7.5 Amplifikation der cDNA aus 2.7.4 Um aus dem einzelsträngigen cDNA-Transkript eine doppelsträngige DNA zur Klonierung und weiteren Analyse mittels Sequenzierung herstellen zu können, wurde mit 2 µl cDNA aus der reversen Transkription (2.7.4) eine Folge-PCR durchgeführt. Tabelle 2.13: Pipettierschema zur PCR mit Platinum® Taq DNA-Polymerase (Invitrogen) 
Komponente Volumen/Reaktion (= 50 µl) 10 x Taq Polymerase-Puffer ohne Mg  5 µl 50 mM MgCl2 1,5 µl dNTP-Mix (10 mM) 1 µl 10 µM sense Primer (Sigma) 1 µl 10 µM antisense Primer (Sigma) 1 µl Platinum® Taq DNA Polymerase (5 U/µl) 0,4 µl cDNA aus 2.3.4 2 µl H2O (DEPC-behandelt) 38,1 µl  Es wurden im Thermocycler folgende Reaktionszyklen verwendet: 94°C       2 min 94°C       30 Sekunden 50-65°C  30 Sekunden       x 30  68-72°C   30 Sekunden 68-72°C  5 min Das resultierende PCR-Produkt wurde auf einem 1 %-Agarose-Gel (2.4.2) analysiert.    
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2.7.6 T/A-Klonierung des cDNA-Produktes Die PCR mit der Taq DNA-Polymerase generierte an den 3`-Enden der PCR-Produkte Adenin-Nukleotid-Überhänge, durch welche es möglich war, entstandene PCR-Produkte ohne weitere Schnittstellen und Restriktionsverdaus in spezielle pGEM-Vektoren (Promega) zu klonieren. Die pGEM®-T Easy Vektoren zeichnen sich dadurch aus, dass sie bereits linearisiert vorliegen und über 3`-Thymidin-Nukleotid-Überhänge verfügen. Somit konnte mittels spezieller T/A-Ligation das cDNA-kodierende PCR-Produkt in den Vektor ligiert werden, was eine Sequenzanalyse des PCR-Produktes erleichterte. Zur Selektion bei der anschließenden Transformation und Vermehrung der Plasmide in E. coli-Zellen tragen die Plasmide eine Ampicillin-Resistenz. Es wurden folgende Ligationsansätze verwendet: Tabelle 2.14: Pipettierschema für T/A-Ligationen in pGEM®-T Easy Vektor 
Komponente Volumen/Reaktion (= 10 µl) 2 x Rapid Ligation Buffer, T4 DNA-Ligase 5 µl pGEM®-T Easy Vektor (50 ng/µl) 1 µl PCR-Produkt  x µl T4 DNA-Ligase (3 U/µl) 1 µl Nuklease freies Wasser ad 10 µl  Die Ligationsansätze wurden nach einer einstündigen Inkubation bei Raumtemperatur durch Hitze-Schock-Transformation in chemisch kompetente E. coli DH10B-Zellen transformiert und diese auf Ampicillin-Resistenz selektiert (siehe 2.5.2). Von den gewachsenen Kolonien wurden jeweils ca. 3 verwendet, um Übernachtkulturen (10 ml LB-Medium mit 100 µg Ampicillin/ml Medium) anzuimpfen. Diese wurden am nächsten Morgen abzentrifugiert (4000 x g, 4 °C, 10 min) und die Plasmide mittels des NucleoSpin® Plasmid-Aufreinigungssystems (Macherey-Nagel) (siehe 2.4.5) extrahiert. Die klonierte cDNA konnte mit dem T7-Primer bei der Firma Service Molecular Biology (Martin Meixner) sequenziert werden. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit dem in der Datenbank veröffentlichten Genmodell verglichen, mit Hilfe der Softwareanwendungen SEQ-Tools und GENtle durch ClustalW basierte Alignments.  
2.8 Methoden zur heterologen Protein-Expression in P. pastoris 
2.8.1 Entwerfen geeigneter Expressionskonstrukte Es wurden verschiedene Systeme für die heterologe Expression zum Zweck der funktionellen Aufreinigung von Histidin-Kinase-Rhodopsinen getestet. Als geeignete Variante konnte der eukaryotische Expressionsorganismus Pichia pastoris (EasySelect™Pichia Expression Kit, Invitrogen [255]) verzeichnet werden. Dieser hat schon im Vorfeld dieser Arbeit sehr gute Ergebnisse bei der Expression, sowie der Quantität und der Qualität der Aufreinigung verschiedener Membranproteine wie z.B. dem Kanalrhodopsin 1 und 2 gezeigt [256], [257]. Die Hefe Pichia pastoris weist im Vergleich zu prokaryotischen Expressionssystemen den Vorteil auf, dass sie sehr hohe Expressionsraten von Fremdproteinen mit den Eigenschaften höherer eukaryotischer Organismen als Expressionssysteme verbindet, wie z.B. Proteinprozessierung, Proteinfaltung und posttranslationale Modifikationen [258].  
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Zusätzlich handelt es sich um ein schnelles, im Umgang einfaches und preiswertes System, das sich genetisch manipulieren lässt. Die Fremdproteinexpression kann sehr spezifisch induziert werden, welches in der Folge bis zu 30 % des Gesamtproteins der Zelle ausmachen kann. Pichia 
pastoris ist in der Lage, Methanol als einzige Kohlenstoffquelle zu nutzen und benötigt hierzu vor allem die Alkohol Oxidase 1 (AOX1). Die Expression dieses Gens wird durch den sehr starken Promotor AOX1 reguliert und in Anwesenheit von Methanol induziert. Über einen pPIC-Vektor wird das gewünschte Gen stabil in das Genom der Hefe integriert und positive Klone können aufgrund der in dem Vektor enthaltenen Zeocin™-Resistenz selektiert werden. Innerhalb dieses Vektors wird das gewünschte Gen unter die Kontrolle des AOX1-Promotors gesetzt, was eine Induktion der heterologen Proteinexpression durch methanolhaltiges Wachstumsmedium ermöglicht. Den Proteinen wird c-terminal über den pPIC-Vektor ein myc-tag zur Detektion im Western Blot und ein 12 x-Histidin-tag angefügt, der eine Aufreinigung über Nickel-NTA-Affinitätschromato-graphie (siehe 2.9) ermöglicht.  Folgende Histidin-Kinase-Rhodopsin-Konstrukte wurden für die heterologe Expression in Pichia 
pastoris SMD1168H konstruiert und verwendet (die DNA-Konstrukte codieren für die jeweils angegebenen Aminosäuren): A) Cr-HKR1-Rh: nur der Rhodopsin-Teil (Aminosäuren 1-257) von Cr-HKR1 B) Cr-HKR1-Rh-D239E: wie A; Mutation D → E an Position 239 C) Cr-HKR1-Rh-D239N: wie A; Mutation D → N an Position 239 D) Cr-HKR1-Rh-M113D: wie A; Mutation M → D an Position 113 E) Cr-HKR1-Rh-M113D-D239N: wie A; Mutation M → D an Position 113 und Mutation D → N an Position 239 F) Cr-HKR1-Rh-Kin-L: Rhodopsin + Histidinkinase lange Version (Aminosäuren 1-594) von Cr-HKR1 G) Cr-HKR1-Rh-Kin-K: Rhodopsin + Histidinkinase kurze Version (Aminosäuren 1-551) von Cr-HKR1 H) Cr-HKR2-Rh-Db: Datenbankversion des Rhodopsin-Teils (Aminosäuren 1-301) von Cr-HKR2 I) Cr-HKR2-Rh-AG-Nagel: Rhodopsin-Teil der Version der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Nagel (Aminosäuren 1-320) von Cr-HKR2 J) Cr-HKR2-(N-HKR1)-Rh: Cr-HKR2-Rhodopsin-Teil (Aminosäuren 84-320) mit dem N-Terminus von Cr-HKR1 (Aminosäuren 1-28) K) Cr-HKR2-(N-HKR1)-Rh-N218D: wie J; mit Mutation N → D an Position 218 L) Vc-HKR2-Rh: Rhodopsin-Teil von HKR2 aus Volvox carteri (Aminosäuren 1-335; Sequenz persönliche Kommunikation Prof. Dr. G. Nagel, Univ. Würzburg und Prof. Dr. A. Hallmann, Univ. Bielefeld) M) Os-HKR-Rh: nur der Rhodopsin-Teil (Aminosäuren 1-341) von Os-HKR N) Os-HKR-Rh-E181N: wie L; Mutation E → N an Position 181 O) Os-HKR-Rh-D314N: wie L; Mutation D → N an Position 314 P) Os-HKR-Gesamt (Aminosäuren 1-912) Q) Mp-HKR-Rh: nur der Rhodopsin-Teil von Micromonas pusilla-HKR (Aminosäuren 1-329)     
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Da die Algen-DNA teilweise einen hohen GC-Gehalt aufweist, der sich nachteilig bei der Expression in Fremdorganismen auswirken kann, wurde in allen Fällen mit synthetischen codonoptimierten DNA-Konstrukten gearbeitet (Firma MrGene bzw. GenScript). Die Codons wurden mit der jeweiligen firmeneigenen Software human-adaptiert. Dies stellte für die Expression in Pichia keinen Nachteil dar und es war möglich, falls erforderlich, die Gene für zukünftige Untersuchungen unter Expression in humaner Zellkultur zu verwenden.   
2.8.2 Vorbereitung der DNA für die Pichia-Transformation Für die Transformation der DNA in Pichia pastoris wurden 10 µg der entsprechenden Plasmid-DNA aus dem NucleoBond® Xtra Midi Aufreinigungssystem pro Transformation linearisiert.  Tabelle 2.15: Piepettierschema für die Plasmidlinearisierung 
Komponente Volumen/Reaktion (= 20 µl) Plasmid-DNA = 10 µg x µl Restriktionsenzym FD MssI  10 µl 10x Puffer FD (Ferm./ Th.Fisher Sc.)   5 µl ddH2O  ad 50 µl  Die Reaktion wurde für 30-60 min bei 37 °C inkubiert. Die linearisierte DNA wurde für 20 min bei -80 °C gefällt.  Tabelle 2.16: Pipettierschema für die DNA-Fällung 
Komponente Volumen/Reaktion (= 20 µl) Verdauansatz 50 µl 3 M Na-Acetat (pH 5,2) 50 µl ddH2O   400 µl Isopropanol 500 µl  Die Lösung wurde für 20 min bei 16000 x g und 4 °C zentrifugiert, der Überstand verworfen und mit 600 µl kaltem 70 % Ethanol gewaschen. Das resultierende DNA-Pellet wurde für 5 min in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und in 11 µl ddH2O getrocknet. 1 µl der DNA-Lösung wurde zur Kontrolle auf ein 1 %-Agarose-Gel aufgetragen und visualisiert (siehe 2.4.2).        
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2.8.3 Pichia pastoris-Transformation Die Transformation teilt sich auf in drei Unterschritte: Herstellung der kompetenten Zellen, Elektroporation und Selektion.  
2.8.3.1 Herstellung der kompetenten P. pastoris-Zellen Die kompetenten Pichia pastoris Zellen sollten vor jeder Transformation frisch hergestellt werden. Es wurde am Vortag eine Kultur aus 500 ml YPD-Medium mit den Zellen einer 
P. pastoris SMD1168H YPD-Vorkultur angeimpft, so dass sie zum Zeitpunkt der Ernte eine optische Dichte (600 nm) von 1,4 hatte. Die Zellen wurden in einem sterilen Zentrifugenbecher für 5 min bei 1500 x g und 4 °C abzentrifugiert. Alle folgenden Schritte fanden auf Eis bzw. bei 4 °C statt. Das Zellpellet wurde in 500 ml und eiskaltem sterilem bidestillierten Wasser vorsichtig resuspendiert und abzentrifugiert (5 min, 1500 x g, 4 °C). Das Zellpellet wurde erneut vorsichtig in 250 ml eiskaltem sterilem Wasser resuspendiert und wie oben abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 20 ml einer 1 M Sorbitol-Lösung gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden sie in 1 ml einer 1 M Sorbitol-Lösung resuspendiert und konnten in diesem Zustand auf Eis bis zur Verwendung am gleichen Tag gelagert werden.  
 
2.8.3.2 Elektroporation Die linearisierte DNA aus 2.8.2 wurde mit 80 µl der kompetenten Zellen gemischt und für 5 min auf Eis inkubiert. Die Transformation erfolgte in vorgekühlten Elektroporationsküvetten (Serva) per Elektroporation (1500 V, 200 Ω, 25 µF). Die Zellen wurden sofort in 1 ml einer 1 M Sorbitol-Lösung aufgenommen und für 2-3 h bei 30 °C ohne Schütteln inkubiert. Zur Selektion der transformierten Zellen wurden verschiedene Mengen der Suspension (50 µl, 100 µl, 200 µl) auf YPDS-Platten mit 100 µg bzw. 500 µg Zeocin™ pro ml Medium ausplattiert. Nach 3-4 Tagen im Brutschrank bei 30 °C konnten die Zellen der gewachsenen Kolonien auf Expression getestet werden.  
 
2.8.3.3 Selektion HKR-exprimierender Transformanten 
Wachstumstest Schon vor dem eigentlichen Expressionstest sollten Zellen selektiert werden, welche eine besonders starke Resistenz gegen hohe Zeocin™-Konzentrationen zeigten. Dies ist ein Indiz dafür, dass mehrere Kopien des Fremdgens in das Pichia-Genom integriert wurden. Dadurch sollte die Wahrscheinlichkeit der Überexpression des Fremdgens in diesen selektierten Zellen maximiert werden. Es wurden Zellen von 20 verschiedenen gewachsenen Kolonien pro Transformation auf YPD-Platten mit 500 µg, 1000 µg und 2000 µg Zeocin™/ml Medium ausgestrichen und bei 30 °C inkubiert. Es wurden 6-10 Klone für den Expressionstest ausgewählt, die auch bei hohen Zeocin™-Konzentrationen starkes Wachstum zeigten.   
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 Abb. 2.1 Schematische Darstellung eines Wachstumstests – ausgestrichene Zellen auf Zeocin™-haltigen YPD-Agarplatten   
Expressionstest Die über den Wachstumstest ausgewählten Pichia pastoris Zellen wurden in kleinem Maßstab qualitativ und quantitativ auf Expression des Fremdproteins getestet. Dazu wurden 10 ml BMGY-Medium mit Klonen, die das beste Wachstum auch bei hohen Zeocin™-Konzentrationen (2000 µg/ml) zeigten, angeimpft und für ca. 24 h bei 30 °C und 220 rpm geschüttelt. Die Zellen wurden in 10 ml BMMY-Medium überführt (mit einer OD600 von 1), wodurch aufgrund der Anwesenheit von Methanol die Proteinexpression induziert werden sollte. Nach wiederum 24 h Wachstum wurde die OD600 der Zellen bestimmt, sie wurden abzentrifugiert (4000 x g, 4 °C, 10 min) und die Zellpellets bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.   
Probenvorbereitung für den Nachweis im Western Blot Die Zellpellets wurden in Aufschlusspuffer (inkl. 0,1 mM PMSF) resuspendiert und auf eine OD600 von 8 in einem Volumen von 2 ml eingestellt. Mit Hilfe von autoklavierten Glasperlen wurden die Zellen durch einen 8-minütigen Zyklus aus Vortexen und Inkubation auf Eis (je 30 sec) aufgeschlossen. Die Zell- und Glastrümmer wurden durch Abzentrifugieren (4000 x g, 4 °C, 5 min) aus der Lösung entfernt. Jeweils 1 ml des Überstandes wurde in 1,5 ml-Ultrazentrifugationsgefäße überführt. Die Membranfraktion wurde durch Ultrazentrifugation (40000 x g, 4 °C, 40 min) von der cytosolischen Fraktion getrennt. Die Membranpellets wurden in je 1 ml Aufschlusspuffer mit PMSF mittels eines Glas-Homogenisators resuspendiert, mit 0,03 % (w/v) DDM Endkonzentration versetzt und für 10 min auf Eis solubilisiert. Sowohl von der cytosolischen als auch von der Membranfraktion wurden Proben mit SDS-Ladepuffer gemischt und je 20 µl auf einem 12,5 % SDS-Gel (siehe 2.6.1) aufgetrennt [252]. Die Proteine konnten per Western Blot auf eine Trägermembran übertragen [253] und über Antikörper gegen den C-terminalen myc-tag spezifisch nachgewiesen werden (siehe 2.6.3).      
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2.8.3.4 Langzeitlagerung von Pichia-Zellen Zur langfristigen Lagerung von Zellen bzw. Klonen, wurde eine Einzelkolonie in YPD-Flüssigmedium über Nacht kultiviert. Die Zellen wurden in einem sterilen Gefäß geerntet (10 min, 4000 x g, 4 °C) und das Zellpellet in YPD mit 15 % v/v Glycerol resuspendiert (Zellsuspension mit einer finalen OD600 von 50-100). Die Zellen wurden in flüssigem Stickstoff gefroren und konnten bei -80 °C für mehrere Monate gelagert werden.  
2.8.4 P. pastoris-Kultivierung zur Proteinexpression und Zellernte Die geeigneten Klone wurden in großem Maßstab kultiviert, mit dem Ziel, die heterolog exprimierten Proteine aufzureinigen. Die Anzucht erfolgte in drei Schritten. Es wurde eine 25-50 ml BMGY-Flüssigkultur als erste Vorkultur mit den entsprechenden Zellen (aus der Glycerin-Kultur oder mit einer Einzekolonie) angeimpft und für 8-24 h bei 30 °C und 220 rpm geschüttelt. Zellen der ersten Vorkultur wurden in eine 500 ml BMGY-Kultur (zweite Vorkultur) derart überführt, dass die Kultur am nächsten Tag ungefähr eine OD600 von 7 hatte. Die Expression wurde in je 500 ml BMMY-Medium mit 5 µM all-trans Retinal gestartet. Jeder Kolben wurde mit Zellen der zweiten Vorkultur auf eine OD600 von 1 angeimpft, indem sie durch Zentrifugation von dem BMGY-Medium getrennt und in dem frisch angesetzten BMMY-Medium resuspendiert wurden. Die Kolben wurden für 24-30 h bei 30 °C und 220 rpm geschüttelt. Eine geeignete Belüftung der Kulturen wurde erreicht, indem 2 l-Schikanekolben verwendet wurden, die mit Alufolie bzw. Metallkappen verschlossen wurden.  Die Zellen wurden in 1 l-Zentrifugenbechern bei 4000 x g und 4 °C für 10 min abzentrifugiert, und die Zellpellets mit je 250 ml Aufschlußpuffer gewaschen und erneut zentrifugiert. Die Zellpellets wurden in ca. 30 ml Aufschlußpuffer mit 1 mM PMSF resuspendiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.  
2.9 Proteinaufreinigung von Membranproteinen aus P. pastoris Die Aufreinigung der überexprimierten Membranproteine aus den Pichia-Zellen teilte sich in vier Schritte auf: Zellaufschluss, Überführen des Proteins aus der Membran in ein Detergenz (Solubilisierung), Affinitätschromatographie und Dialyse [256], [257]. Wenn für spätere Analysen notwendig wurden alle Schritte unter Rotlicht und Ausschluß von anderen Lichtquellen durchgeführt.  
2.9.1 Zellaufschluss Vor dem Zellaufschluss wurde die Zellsuspension mit Aufschlusspuffer inklusive 1 mM PMSF auf 5-10 g Zellen/100 ml Puffer verdünnt. In einem Glas-Homogenisator wurde die Suspension homogenisiert und mit einer Spatelspitze DNaseI versetzt. Der Zellaufschluss erfolgte in drei aufeinander folgenden Durchläufen in einem Hochdruck-Durchflusshomogenisator (EmulsiFlex-C3) bei einem Druck von 1300-1500 bar.  
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Die Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation bei 16000 x g, 4 °C für 10 min aus der Lösung entfernt. Um die Membranfraktion von den löslichen Zellbestandteilen zu trennen wurde mit dem Überstand eine Zentrifugation in der Ultrazentrifuge (40000 rpm, 4 °C, 60 min) durch-geführt.   
2.9.2 Solubilisierung der Membranproteine Die Membranpellets wurden mit Hilfe eines Glashomogenisators in Solubilisierungspuffer resupendiert. Der ungefähre Gesamtproteingehalt der Lösung wurde durch ein kommerzielles System zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen (BCA-Test) berechnet. Für die Solubilisierung wurde die Proteinkonzentration auf ca. 5 mg Protein/ml in Solubilisierungs-puffer (mit 1 % w/v DDM, 0,1 mM PMSF, 5 µM all-trans Retinal) eingestellt und über Nacht auf einem Magnetrührer bei 4 °C inkubiert. Durch erneute Ultrazentrifugation (s.o.) wurde die Lösung von ausgefallenen, nicht im Detergenz gelösten Bestandteilen befreit.  
2.9.3 Ni-NTA-Affinitätschromatographie Die Solubilisierungslösung wurde auf eine Schwerkraftsäule aufgetragen, welche die Säulenmatrix für die Affinitätschromatographie (Ni-NTA-Superflow) enthielt. Die Säulenmatrix ist vor dem Auftragen der Proteinlösung mit Solubilisierungspuffer ohne Imidazol equilibriert worden. Das Auftragen erfolgte in drei Durchläufen mit einer Flussgeschwindigkeit von ca. 1 ml/min. Das auf der Säule gebundene Protein wurde mit 500-1000 ml Waschpuffer gewaschen. Die Elution aus der Säule wurde in zwei Schritten durchgeführt: mit 10 ml Elutionspuffer 1 und anschließend mit 10-15 ml Elutionspuffer 2. Das eluierte Protein wurde in Fraktionen gesammelt und die einzelnen Fraktionen im Spektrometer vermessen. Fraktionen, die ein funktionales Spektrum aufwiesen, wurden vereinigt und in einem equilibrierten Dialyseschlauch in 2 x 1000 ml Dialysepuffer bei 4 °C für je mindestens 2 h dialysiert.   
2.9.4 Änderung der Proteinpufferbedingungen Um den Effekt bestimmter Puffereigenschaften, wie z.B. den pH-Wert oder die Ionen-konzentration, auf das Protein zu untersuchen, musste die Pufferumgebung teilweise nachträglich verändert werden. Dies erfolgte in Proteinkonzentratoren (Amicon-Filter, Merck-Millipore) für die Zentrifuge mit Filterporengrößen von 30 kDa, 50 kDa oder 100 kDa. Das Protein wurde in den Konzentratoren so weit wie möglich eingeengt. Die Filtereinheit wurde mit dem neuen Puffer aufgefüllt und das Einengen durch Zentrifugation wurde wiederholt. Diese Prozedur wurde mindestens 3-5 x wiederholt, damit ein vollständiger Pufferaustausch gewährleistet war.    
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2.10 Retinal-Analyse durch 
Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) Um einen Aufschluß über die Isomeren-Konfiguration in den verschiedenen Protein-intermediaten zu erhalten wurde Retinal aus dem Protein extrahiert und die Isomeren-zusammensetzung über HPLC analysiert.   
2.10.1 Retinalextraktion Es wurden 2 nmol des aufgereinigten Proteins pro Extraktion und HPLC-Lauf verwendet. Die Extraktion und das Injizieren in die HPLC wurden unter schwachem Rotlicht durchgeführt, um eine nachträgliche Isomerisierung des Retinals durch Lichtabsorption zu vermeiden. Es wurde denaturiert, indem es mit Isopropanol (1:1 v/v) für 2 min alternierend durch Vortexen gemischt und auf Eis inkubiert wurde. Durch Zugabe von n-Hexan (1:2 v/v) und Mischen durch wiederholtes Invertieren wurde das hydrolysierte Retinal in die organische Phase überführt. Durch kurze Zentrifugation (30 s, 11000 x g) wurde eine effektivere Trennung der wässrigen (enthielt das denaturierte Protein) und der organischen Phase (enthielt das Retinal) erreicht. Die organische Phase im Überstand wurde in ein frisches Reaktionsgefäß überführt und unter Begasung mit Stickstoff wurde das Volumen auf 20 µl eingeengt. Zusätzlich wurde in einem getrennten Verfahren eine Extraktion mit Hydroxylamin durchgeführt, wobei die Retinaloximbildung eine thermische Isomerisierung des Retinals nach der Hydrolyse verhindern sollte. Es wurden 20 mM einer Hydroxylaminlösung (pH 8) mit 2 nmol des Proteins gemischt und für 20 min auf Eis inkubiert. Anschließend folgte die Extraktion nach dem gleichen Verfahren wie ohne Oximbildung.   
2.10.2 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) Es wurde für die HPLC-Analyse das System der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. F.Bartl (Charité Berlin) zur Verfügung gestellt. Die gesamten Ansätze der Retinalextraktion (20 µl) wurden mit einer Hamilton-Spritze aufgetragen. Die Experimente wurden in einem Shimadzu UFLC System (DGU-20A5, LC-20AD, SPD-M20A, CBM-20A) mit einer Lichrospher silica 60 normalphasen HPLC Säule (250 x 4,6 mm, 5 µm Partikel, Bischoff Chromatograpy) durchgeführt. Als Laufmittel wurde ein n-Hexan (95 %)-Ethylacetat (5 %)-Gemisch und eine Flussrate von 1 ml/min verwendet. Die Datensätze wurden mit dem Analyseprogramm Origin (Version 8.1) ausgewertet. Die Summe der Integrale der verschiedenen Isomerenpeaks ergab die Gesamtfläche. Über die Flächenanteile der einzelnen Peaks konnten die prozentualen Anteile der einzelnen Isomere berechnet werden. Als Referenzmessung für die Peakzuordnung wurden die Extraktion und HPLC-Messung unter gleichen Bedingungen mit 2 nmol bovinem Rhodopsin (zur Verfügung gestellt von der AG Prof. Dr. F. Bartl, Charité Berlin) durchgeführt.    
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2.11 Absorptionsspektroskopie an HKRs 
2.11.1 UV/Vis-Absorptionsspektroskopie mit dem Spektrophotometer Die grundlegenden absorptiven Eigenschaften wurden mittels stationärer und einfacher kinetischer Verfahren im UV/Vis-Spektrophotometer (Cary 300 Scan, Varian) untersucht. Die Proben wurden in Quarzküvetten (10 mm, Serva) vermessen, die für ein Probenvolumen von 200 µl optimiert waren. Die Küvette wies im Winkel von 90° zum Strahlengang ein Sichtfenster auf, durch welches eine Belichtung mit lichtemittierenden Dioden (LEDs) der gewünschten Wellenlänge zwischen 380 nm (0,11 W; Nichia Corporation, Tokushima, Japan) und 600 nm (400-600 nm LEDs 0,12 W; Nichia Corporation, Tokushima, Japan) erfolgen konnte. Die Belichtungsdauer und -intensität wurde über ein Steuergerät (gebaut von R. Arndt, HU Berlin) reguliert. Sie wurde für vergleichende Messungen auf vergleichbare Werte eingestellt. Wenn erforderlich wurde die Belichtungswellenlänge durch die Verwendung von Farbinterferenzfiltern angepasst. Über einen Wasserbad-basierten Thermostaten konnte die Probe in der Küvette temperiert werden. Als Standard-Temperatur wurde eine Einstellung von 20 °C gewählt.    
 Abb. 2.2 Proben-Belichtung im Spektrophotometer. Schematische stark vereinfachte Darstellung von Belichtung (LED) der Probe und Strahlengang des Messlichts (schwarze Pfeile) durch die Küvette (K) zum Detektor (D) im Spektrophotometer  Die Einstellungen des Spektrometers wurden über die Software Cary-Win-UV gesteuert. Es konnte in verschiedenen Modi gemessen werden: Scan für stationäre Spektren, Scankinetics für den zeitlichen Verlauf der Spektren, Kinetics für den zeitlichen Absorptionsverlauf einzelner Wellenlängen.  
2.11.1.1 Stationäre Absorptionsspektroskopie Absorptionsspektren in dem für das jeweilige Protein interessanten Wellenlängenbereich (zwischen 200 und 800 nm) wurden aufgenommen. Eine Basislinienkorrektur des jeweiligen Puffers wurde von der Software vorgenommen. Die Proteinspektren wurden im Dunkelzustand, im dunkeladaptierten Zustand (mindestens 10 min dunkeladaptiert) oder nach Belichtung aufgenommen. Die Belichtungsdauer wurde zwischen einigen Sekunden und einigen Minuten variiert. Um vergleichbare Messungen zu erhalten wurde sie auf die Dauer von 1 min standardisiert. Direkt nach bzw. zu einem definierten Zeitpunkt nach Belichtungsende wurden die Spektren mit einer spektralen Auflösung von 1,6 nm und einer durchschnittlichen 
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Verweildauer pro Messpunkt von 0,066 s aufgenommen. Für die Aufnahme von temperatur-abhängigen Absorptionsspektren wurde die Probentemperatur mit Hilfe des Thermostaten zwischen 5 °C und 50 °C variiert. Über ein Proben-Thermometer wurde die tatsächliche Temperatur der Proteinlösung in der Küvtte vor dem Beginn der Messung überprüft. Die erhaltenen Daten wurden mit dem Datenalayse-Programm Origin (Version 8.5.1) ausgewertet.  
2.11.1.2 Bestimmung der langsamen zeitlichen Absorptionsverläufe Mit dem Programminhalt Scankinetics der Cary-Win-UV-Software konnte der langsame zeitliche Verlauf der Absorptionsspektren dokumentiert werden. Dies war eine geeignete Methode, um die komplexen zeitlichen Abläufe in langsamen Photozyklen in einer Messung zu erfassen. Als Basislinie wurde der Dunkelzustand verwendet. Nach 1 min Belichtung mit der erwünschten Wellenlänge wurde die Aufnahme der Differenzspektren gestartet. Es wurden pro Minute 3 Spektren aufgenommen über einen Gesamtzeitraum von 40-60 min. Mit Hilfe der Software konnten die Entwicklungen als Absorptionsspuren einer bestimmten Wellenlänge in Abhängigkeit von der Zeit dargestellt werden. Die Zeitkonstanten dieser wellenlängen-spezifischen Absorptionsspuren wurden mit dem Datenanalyse-Programm Origin (Version 8.1) ermittelt. Durch die Anpassung der im Programm enthaltenen Funktionen (ExpDec bzw. ExpGro) konnten die gemessenen Funktionsgraphen der Kinetiken modelliert werden. Darüber wurden für den exponentiellen Wachstum bzw. den exponentiellen Zerfall einer bestimmten 
Spezies der τ-Wert ermittelt (zeitliche Dauer des Absinkens der Absorption auf 1/e des Ausgangswertes bzw. zeitliche Dauer des Anstieges auf 1-(1/e) des Ausgangswertes). Je nachdem, ob es sich um Kinetiken handelte, die von einem, von zwei oder von drei zeitlichen Parametern abhängig waren, wurden mono-exponentielle, bi-exponentielle oder tri-exponentielle Funktionen zur Anpassung verwendet. Es wurden die beteiligten Zeitkonstanten und die absorptiven Anteile an der Gesamtkinetik ermittelt. Aus den mehrfach wiederholten Messungen wurden die Mittelwerte der einzelnen Zeitkonstanten und die Standardabweichungen berechnet. Um bei der Abhängigkeit von mehrfachen zeitlichen Komponenten eine Vorstellung über die zeitliche Entwicklung des Gesamtprozesses zu bekommen wurden die apparenten Zeitkonstanten errechnet: 
𝑎𝑎𝑎. 𝜏 = 𝐸𝐸𝑎 [𝐴1 ∙ 𝐿𝐿(𝜏1) + ⋯+ 𝐴𝑛 ∙ 𝐿𝐿(𝜏𝑛)] 
app.τ: apparenter τ-Wert 
A1-An: absorptive Anteile der jeweiligen Zeitkonstante τ1-τn  an der Gesamtkinetik Formel 1: Berechnen des apparenten τ-Wertes bei kinetischen Funktionen mit Abhängigkeiten von n zeitlichen Komponenten.   Die Gesamtentwicklung der Differenzspektren konnte hingegen als dreidimensionale Fläche mit Hilfe der mathematischen Analyseprogramme MATLAB und Glotaran dargestellt werden. Eine globale Analyse half bei der Auswertung und Interpretation der Photozyklen (siehe 2.11.2.1). Für die Ermittlung der temperaturabhängigen Zeitkonstanten wurde die Probentemperatur mit Hilfe des Thermostaten zwischen 12 °C und 28 °C in 4 °C-Schritten variiert. Vor Beginn jeder Messung wurde die Temperatur des Proteins in der Küvette mit einem Probenthermometer kontrolliert. Durch das logarithmische Auftragen der Geschwindigkeitskonstanten gegen den Kehrwert der jeweiligen Temperatur wurde der Arrheniusgraph für die gemessene Reaktion erstellt. Die Aktivierungsenergien wurden aus den Steigungen der Arrheniusgraphen berechnet. 
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2.11.1.3 Messung von Einzelspurkinetiken Durch den Programminhalt kinetics wurde der zeitliche Absorptionsverlauf bei einer bestimmten Wellenlänge während und nach Belichtung verfolgt. Um einen Effekt der Belichtungs-LED in Form von Streulicht auf den Detektor zu vermeiden, wurden jeweils vor die LED und den Detektor Bandpassfilter geschaltet. Der Vorteil im Gegensatz zu den Scankintiken ist in der höheren zeitlichen Auflösung zu sehen, (Datenpunkte in zeitlicher Distanz von 0,1 s) während im Scankinetik-Modus nur drei Datenpunkte pro Minute bei je einer Wellenlänge erreicht werden. Die Auswertung wurde mit dem Datenanalyse-Programm Origin (Version 8.1) durchgeführt mit dem auch die Zeitkonstanten ermittelt werden konnten wie unter 2.11.1.2 beschrieben. Die Einstellung der Probentemperatur in temperaturabhängigen Messungen erfolgte wie unter 2.11.1.1 bzw. 2.11.1.2 dargestellt.   
 2.11.1.4 UV/Vis-Spektroskopie zur Salzabhängigkeit Um salzabhängige Reaktionen zu untersuchen wurde das Protein in salzfreie Bedingungen überführt (siehe 2.9.4). Die salzfreien Dunkelspektren wurden als Referenz aufgenommen. Die Zugabe der Salzlösung in gewünschter Endkonzentration erfolgte direkt in die Messküvette und im Anschluss wurde die jeweilige Messung gestartet. Es wurden entweder der zeitliche Verlauf bei einer Wellenlänge verfolgt (siehe 2.11.1.3) oder einzelne Absorptionsspektren aufge-nommen. Für die Bestimmung der Chloridaffinität wurden die Absorptionsspektren 40 min nach dem Hinzufügen der NaCl-Endkonzentrationen von 1 mM, 5 mM, 10 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM bzw. 400 mM aufgenommen. Die resultierenden Spektren wurden auf den 280 nm-Peak normiert und es wurden Differenzspektren mit dem salzfreien Dunkelspektrum gebildet. Die Chlorid-induzierten Absorptionsdifferenzen bei 474 nm wurden gegen die jeweilige NaCl-Konzentration aufgetragen. Mit Hilfe einer Michaelis-Menten-Anpassung (Origin Version 8.5.1) konnte der Km-Wert für die Chlorid-Bindung bestimmt werden [259].  
2.11.2 Zeitaufgelöste Absorptionsspektroskopie/Blitzlicht-Photolyse Eine weitere Methode, um den zeitlichen Verlauf der Photozyklen aufzuklären, war die Blitzlicht-Photolyse. Durch einen zeitlich distinkten Laserpuls konnte die Anregungsdauer minimiert und die Bildung sekundärer Photoprodukte verhindert werden. Es konnten sowohl frühe Zeitpunkte des Photozyklus mit kurzlebigen Intermediaten als auch der langsame zeitliche Verlauf betrachtet werden. Alle Experimente zur Blitzlicht-Photolyse wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Rolf Hagedorn (HU Berlin) durchgeführt.  Für die transiente Absorptionsspektroskopie wurde ein Blitzlicht-Photolyse-Aufbau LKS.60, mit einem Rainbow OPO/Nd:Yag-Laser-System verwendet (405-530 nm, 10 ns). Die Anregungs-wellenlänge konnte durch einen optisch parametrischen Oszillator (Rainbow OPO) variiert werden. Das Messlicht zum Abtasten der Probe wurde über eine Xenon-Lampe (150 W) generiert und die Detektion erfolgte mit einer Andor iStar ICCD Kamera und einen Shamrock-Spektrographen (2 nm Auflösung) [226].     
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Messung früher Intermediate schaltbarer Proteine Um die frühen, kurzlebigen Intermediate der Photozyklen zu analysieren, wurde sich die Schaltbarkeit der HKRs zu Nutze gemacht. Mit einer LED (UV oder blau) wurde das Protein in den gewünschten Ausgangszustand (Zustand A oder B) überführt. Durch einen Laserblitz (blau oder UV) von 10 ns wurde der Photozyklus initiiert.   
 Abb. 2.3 Schema zur Belichtung schaltbarer HKRs  Es wurden Datensätze (DS) aus jeweils zehn Einzelmessungen vor Belichtung (DS1) nach LED-Belichtung (DS2) sowie jeweils eine Einzelmessung zwischen 1 µs-1 s bzw. 10 s nach dem Laserblitz von der CCD-Kamera aufgenommen (DS3). Nach jeder Einzelmessung (Aufnahme eines DS3-Datenpunktes) wurde das Protein mit einer LED in den Ausgangszustand zurückgeschaltet, so dass nach erneuter Laseranregung die Messung des nächst-späteren Zeitpunktes in der Messreihe erfolgen konnte. Der Gesamtdatensatz für die Auswertung wurde aus 20 Wiederholungen gemittelt. Für die Datenanalyse wurde das Programm MATLAB bzw. Glotaran verwendet. Es wurden die Referenzmessungen nach LED-Belichtung (DS2) gemittelt und von den Messungen nach dem Laserblitz (DS3) subtrahiert. Die so erhaltenen Differenzspektren wurden als dreidimensionale Darstellung geplottet und ergaben den zeitlichen Verlauf der Absorption zwischen 350 nm und 700 nm.   
 Abb. 2.4 Schema der Datenaufnahme in der Blitzlichtphotolyse am Beispiel schaltbarer HKRs 
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Messung langsamer Photozyklusreaktionen Um eine Induktion sekundärer Photoprozesse infolge langer Belichtungszeiten auszuschließen, wurde mit der Blitzlichtphotolyse auch die Bildung und der Zerfall langlebiger Intermediate im Photozyklus untersucht. Es wurden pro Messung zehn Referenzspektren der dunkeladaptierten Probe aufgenommen (siehe Blitzlichtphotolyse Teil A). Nach einem Laserblitz (10 ns) wurden die Messreihen aufgenommen, von 200 ms bis zu ca. 60 min ohne erneute Lichtanregung. Die Referenzspektren der dunkeladaptierten Probe wurden von den Messdaten subtrahiert. Es wurden Messreihen von 15-20 Wiederholungen für die Datenanalyse gemittelt, um das Signal-zu Rauschverhältnis zu optimieren. Die Auswertung erfolgte mit dem Datenanalyseprogramm MATLAB bzw. Glotaran (siehe 2.11.2.1).  
 Abb. 2.5 Schema der Datenaufnahme in der Blitzlichtphotolyse für die Analyse langlebiger Photointermediate   
2.11.2.1 Auswertung der Blitzlichtphotolyse Datensätze Die Auswertung erfolgte mit den Programmen zur mathematischen Datenanalyse MATLAB oder Glotaran. Für die MATLAB-basierten Auswertungen wurde zusammen mit Dr. Rolf Hagedorn (HU Berlin) eine Auswertroutine entwickelt, welche an die verschiedenen Messprotokolle angepasst werden konnte. Es wurden die Daten der wiederholten Messungen gemittelt und die Referenzdaten subtrahiert. In Abhängigkeit von der Zeit und der Wellenlänge ist eine Matrix entwickelt worden, die den Verlauf der Differenzspektren darstellen konnte. Mittels globaler Analyse wurde ein Modell für den Photozyklus mit den entsprechenden Komponenten postuliert. Durch Singulärwertzerlegung konnte die Anzahl der signifikant an den Reaktionen beteiligten Komponenten ermittelt werden. Es wurde ein Datensatz modelliert, der die apparenten Reaktionen und Komponenten rekonstruieren sollte. Ihm wurde ein sequenzielles Modell (in diesem Beispiel für die 4 Komponenten A-D) zugrunde gelegt, in dem keine Rückreaktion zugelassen wurde:  
𝐴 0→ 𝐵 
𝐵 κ1�  𝐶 
𝐶 𝜅2→  𝐷 
𝐷 𝜅3→  𝐴 
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Komponente A stellte den Grundzustand/Ausgangszustand dar, über den mit dieser Messmethode keine Informationen gewonnen werden konnten, da die Datenaufnahme erst nach der Belichtung und somit nach Zerfall des Grundzustandes begann. Die Pfeile gaben die Reaktionsrichtung der Entstehung der einzelnen Komponenten an. Durch das angelegte Modell ergaben sich die Geschwindigkeitskonstanten κ1-κ3 für die Übergänge zwischen den einzelnen Komponenten aus denen die jeweiligen Zeitkonstanten τ (reziproke Geschwindigkeitskonstante) berechnet wurden. 1
𝜅
= 𝜏 Wurde also ein 4-Komponentenmodell mit den Komponenten A, B, C und D angenommen, so konnten drei Geschwindigkeits- bzw. Zeitkonstanten ermittelt werden, da über die Reaktion A nach B keine Aussage getroffen werden konnte. Die Zeitkonstanten und die rekonstruierten Komponentenspektren konnten als Photozyklusmodelle interpretiert werden.  
2.11.3 Ultraschnelle transiente Absorptionsspektroskopie Es sollten zusätzlich Informationen über sehr früh nach Anregung ablaufende Prozesse für die Photorezeptor-Domäne von Cr-HKR1 erhalten werden. Hierfür wurden unter Leitung von Dr. Tilo Mathes und Prof. Dr. John Kennis (beide Vrieje Universiteit Amsterdam) im Rahmen des LaserLab Europe Projektes Experimente zur ultraschnellen transienten Absorptions-spektrosopie durchgeführt, deren zeitliche Auflösung im Femtosekundenbereich lag. Diese beruhten auf dem Prinzip der Anregungs-Abfrage-Experimente (Pump Probe). Der genaue Aufbau der Messapparatur mit einer instrument response function von 80 fs wurde bereits beschrieben [260] und soll hier nur kurz dargestellt werden. Es wurde ein geteilter 50 fs Laserpuls (Titan:Saphir-Femtosekunden Laser) sowohl für die Generierung des Anregungsstrahles (Pump) als auch des Abtaststrahles (Probe) für die Proteinprobe genutzt. Durch eine Verlängerung des Strahlenwegs des Abtaststrahles wurde die zeitliche Verzögerung von der Anregung bis zum Messzeitpunkt erreicht. Dieser Verzögerungsweg konnte variiert werden und ermöglichte das Abtasten verschiedener Zeitpunkte nach Proteinanregung. Die zeitliche Begrenzung war durch die maximale Länge des Verzögerungsweges definiert. Das Abtastlicht wurde zur Erzeugung des benötigten Weißlichtkontinuums durch ein CaF2-Fenster geleitet. Anregungs- und Abtastlicht wurden auf den gleichen Punkt der Probenkammer fokussiert. Durch einen hinter den Anregungsstrahl gekoppelten Chopper wurde jeder zweite Laserpuls abgefangen und somit jede zweite Messung ohne Anregung durchgeführt. Aus den belichteten und den unbelichteten Daten wurden die Differenzspektren ermittelt. Um ein mehrfaches Anregen der Probe zu vermeiden, wurde die Probenkammer dauerhaft bewegt in Form einer Lissajous Kurve [261]. Zusätzlich wurde die Probe mit kontinuierlicher LED-Hintergrundbelichtung in den jeweiligen Ausgangszustand rückkonvertiert. Die Reaktion von Rh-Bl zu Rh-UV wurde mit einem Laserpuls von 500 nm initiiert. Für die Hintergrundbelichtung wurde eine 380 nm LED verwendet. Um den Übergang von Rh-UV nach Rh-Bl zu verfolgen, wurde eine Laserpulsanregung von 350 nm und eine 470 nm LED für die Hintergrundbelichtung verwendet. Die ermittelten Spektren umfassten den Wellenlängenbereich 435 nm bis 740 nm für die Reaktion von Rh-Bl nach Rh-UV und von 360 nm bis 670 nm für die Reaktion von Rh-UV nach Rh-Bl. Der zeitliche Umfang war bei allen Messungen auf den Bereich von 80 fs bis 3.3 ns nach dem Laserpuls begrenzt. Für die Datenanalyse wurde eine globale und Targetanalyse mit dem Analyse-Programm Glotaran durchgeführt [172]. 
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2.12 Schwingungsspektroskopische Messungen an HKRs 
2.12.1 Resonanz-Raman-Spektroskopie Um die Chromophor-Konfiguration zu spezifizieren und weitergehend zu charakterisieren, wurden Resonanz-Raman-Messungen durchgeführt. Die Experimente wurden in Kooperation mit der TU Berlin unter Anleitung von Dr. Sara Bruun, Anke Keidel und Prof. Dr. Peter Hildebrandt durchgeführt. Für die Messungen wurde ein konfokales LabRamHR Spektrometer (Horiba, Villeneuve, Frankreich) verwendet, welches das Raman Signal in einer Rückstreu-Anordnung (180°) detektierte [262], [263]. Für die spezifische Anregung der vermessenen Rhodopsine wurde das monochromatische Licht eines Argon-Lasers mit der Anregungswellenlänge 514 nm bzw. eines Krypton-Lasers mit der Anregungswellenlänge 413 nm (beide Coherent, Santa Clara CA, U.S.A) genutzt. Die Daten wurden für 30 bis 60 min bei einer Energie des Anregungslichtes von 1 mW akkumuliert. Über die Aufnahme eines Toluen-Standards (spezifisches Signal bei 1003,6 cm-1) wurde das Spektrometer vor den Messungen kalibriert. Die Aufnahme eines weiteren Toluen-Standards nach den Proteinmessungen ermöglichte eine abschließende Kalibrierung der Messdaten. Die Wiederholung von Messungen in Deuteriumoxid-haltigen Bedingungen sollte besonders Informationen über den Zustand der Schiff’schen Base liefern.  
 2.12.1.1 Raumtemperatur-Messungen Für die Raumtemperaturmessungen (298 K) wurde das Protein mit dem entsprechenden Puffer auf eine optische Dichte von 4-6 (gemessen am Chromophor-Peak) eingestellt. Es wurden ca. 500 µl Rhodopsin-Lösung für eine Messung verwendet. Die Messungen wurden in einer rotierenden Küvette durchgeführt. Diese enthielt in der Probenkammer eine Metallkugel, die durch einen Magneten außerhalb der Probenkammer arretiert wurde. Somit war ein ständiges Durchmischen der Probe gewährleistet. Durch entsprechende Hintergrundbelichtung mit LEDs (550 nm, 470 nm, 400 nm bzw. 380 nm) wurde das Protein dauerhaft in den zu messenden Absorptionszustand überführt bzw. in diesem gehalten.  
 2.12.1.2 Tieftemperatur-Messungen Um eine Isomerisierung des Chromophors und eine Konvertierung des Proteins in ein anderes Photoprodukt während der Messung zu verhindern oder zu minimieren, wurden die Experimente bei Tieftemperaturen (77 K, -193 °C) durchgeführt [262]. Die Proben wurden in einem Linkam Kryostat (Linkam Scientific Instruments, Surrey, UK) mit flüssigem Stickstoff auf eine Temperatur von ca. 77 K heruntergekühlt und während der Datenaufnahme auf dieser Temperatur gehalten. Vor jeder neuen Messung wurde die Kühlzelle kurz erwärmt und mit Stickstoff-Gas ausgeblasen, um mögliches Kondenswasser zu entfernen. Die Probenkammer wurde unter schwachem Rotlicht mit Probe (30-50 µl, OD Chromophor 4-6) befüllt, wo sie entweder in ihrem Dunkelzustand/dunkeladaptierten Zustand belassen wurde oder durch entsprechende Vorbelichtung in das zu vermessende Photointermediat überführt wurde. Die Probenkammer wurde in die vorgekühlte Zelle eingesetzt, in welcher die Probe sofort schockgefroren wurde.  
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Der Laserstrahl wurde auf die gefrorene Probenoberfläche fokussiert. Die Probenkammer wurde während der Messung stetig in Bewegung gehalten (XY Stage, OWIS GmbH, Deutschland), um eine punktuelle Erwärmung der Probe durch das Laserlicht zu vermeiden.   
2.12.1.3 Auswertung der Resonanz-Raman-Daten Die Daten wurden in Zusammenarbeit mit der AG von Prof. Dr. P. Hildebrandt ausgewertet. In die Auswertungsprozedur eingeführt hat Dr. Sara Bruun (TU-Berlin) [262]. Es wurde das Analyse-Programm Octave (GNU General Public Licence, version 2.1.73) bzw. Origin (Version 8.1) verwendet. Die Daten wurden durch die vor, zwischen und nach den Messungen aufgenommenen Standard-Toluen-Spektren kalibriert. In einigen Datensätzen konnten Bandenmuster, die nicht protein- sondern pufferspezifisch waren, von den Daten in Form von reinen Pufferspektren subtrahiert werden. Um die Daten von dem Hintergrund zu bereinigen, wurde eine Basislinie in Form einer polynomiellen Funktion subtrahiert [264]. Teilweise wurde zur Vereinfachung und zum Herausarbeiten der Signale einzelner enthaltener Komponenten gewichtete Differenzspektren gebildet. Zur Verdeutlichung überlagerter Schwingungsmoden wurde eine Impulsanalyse mit dem Kurven-Fitting-Analyse-Programm Fityk durchgeführt [265]. Die Existenz einzelner versteckter Signale konnte so in Form einer Lorentz-Bande sichtbar gemacht werden.   
2.12.2 Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie (FT-IR) an HKRs Zusätzlich zu den in der RR-Spektroskopie gesammelten Informationen über die Retinalkonfiguration sollten durch die FT-IR-spektroskopischen Analysen Auskünfte über die lichtinduzierten Änderungen im Protein-Rückgrat erhalten werden. Alle FT-IR-spektroskopischen Experimente wurden an der TU Berlin unter Leitung von Dr. Francisco Velázquez-Escobar und Prof. Dr. P. Hildebrandt durchgeführt.  Die Aufnahme der FT-IR-Spektren wurde in einem Bruker IFS-28™-Spektrometer verändert nach der Methode von Dr. F. Velázquez-Escobar durchgeführt [266]. Es wurde die Transmissions-Methode zur Messung der HKRs angewandt. Ein Globar diente der Erzeugung der polychromatischen infraroten Strahlung, welche nach Durchlaufen des Interferometers auf die Probenkammer fokussiert wurde. Zur Detektion des IR-Signales wurde ein MCT-Detektor verwendet, dessen Kühlung durch flüssigen Stickstoff erreicht wurde. Die instrumentelle Steuerung des Spektrometers erfolgte mit einem OPUS Software-Paket (Version 5.5 oder höher). Vor dem Vermessen wurde das Protein möglichst hoch aufkonzentrtiert, so dass es eine optische Dichte, gemessen an der Chromphor-Absorptionsintensität des jeweiligen Absorptions-zustandes, von 4-12 erreichte. Es wurden 8-10 µl der Probe unter Rotlichtbedingungen in die Vertiefung (2 µm) eines CaF2-Fensters gegeben, welches als Probenkammer diente. Das überschüssige Wasser wurde durch eine kontinuierlichen N2-Begasung der Probe während des Auftragens eliminiert. Die Probenkammer wurde mit einem flachen CaF2-Fenster verschlossen und mit einer dünnen Silikonschicht abgedichtet, um einen weiteren Wasserverlust zu verhindern. Sie wurde mit Hilfe einer passenden Halterung in das Spektrometer eingesetzt. Nach dem Einsetzen der Probe wurden über einen Zeitraum von 20 min Dunkelspektren aufgenommen. Diese dienten dazu, athmosphärische Einflüsse zu kompensieren und eine Stabilisierung der Temperatur zu erreichen.  
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Für die eigentlichen Messungen sollte eine Belichtungs-Prozedur für die proteinspezifischen Übergänge zwischen den einzelnen Intermediaten sorgen. Hierfür waren LEDs in das Spektrometer integriert, die über ein OPUS Macro-Script gesteuert werden konnten (entworfen von Dr. F. Velázquez-Escobar). Eine Mess-Serie bestand aus einer anfänglichen zwanzigminütigen Akkumulation von Dunkel- bzw. Ausgangsspektren. Durch geeignete Belichtung wurde das Protein in den gewünschten Zustand konvertiert und es folgte eine zwanzigminütige Akkumulation der Licht-Spektren. Sollte danach wieder der Dunkel- bzw. Ausgangszustand vermessen werden wurde dieser über eine entsprechende Dunkelrelaxations-phase bzw. lichtinduzierte Rückkonvertierung regeneriert. Diese Serie aus Dunkel- bzw. Ausgangsspektrum und Lichtspektrum wurde 3-4 mal wiederholt.  
2.12.2.1 Auswertung der FT-IR-Messungen Nach beendeter Datenaufnahme wurden die Spektren der athmosphärischen Kompensation unterzogen. Aus den erhaltenen Absorptionsspektren für den Dunkel-/Ausgangszustand und den Lichtzustand wurden Differenz-Spektren gebildet (Licht-minus-Dunkel-Spektrum). Die Hintergrund-Korrektur der Differenz-Spektren wurde manuell mit Hilfe einer Polynomfunktion durchgeführt. Das Differenzspektrum wurde abschließend hochskaliert, um eine auswertbare Signalintensität zu erreichen. Der Faktor der Hochskalierung richtete sich nach der optischen Dichte der Amid-I-Banden in den IR-Absorptions-Spektren im Vergleich zur Absorptionsdifferenz im Amid I-Bereich (Peak-zu-Peak) in dem Differenzspektrum. In dem vorliegenden Beispiel (Abb. 2.6) zeigten die Absorptionsspektren (Dunkel und Licht; Amid I-Abs.D und Amid I-Abs.L) eine OD von ca. 128,70 mOD und das Differenzspektrum eine OD von ca. 2,29 mOD. Daher wurde das Differenzspektrum in dem gezeigten Beispielspektrum um den Faktor 128,7/2,29 = 56,2 hochskaliert (Amid I-Abs.-Diff.*56,2). Zusätzliche Informationen konnten über Messungen unter Deuteriumoxid-Bedingungen erhalten werden, in denen austauschbare/zugängliche unter Normalbedingungen protonierte Gruppen deuteriert vorliegen. Hierbei konnten teilweise Probleme in Form einer nicht vollständig erreichten Deuterierung festgestellt werden. Diese können möglicherweise auf eine Hydratation der Proben beim Prozess des Auftragens auf das CaF2-Fenster oder auf einen unvollständigen H/D-Austausch zurückzuführen sein.   
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 Abb. 2.6 FT-Infrarot-Differenz-Spektren. Ermittelte FT-IR-Absorptionsspektren für den unbelichteten Dunkelzustand (A), einen Belichtungs-induzierten Licht-Zustand (B) und das hochskalierte Differenzspektrum (C) am Beispiel von Os-HKR in 1 M NaCl   
2.13 Funktionelle Analysen Es sollte mit verschiedenen Methoden getestet werden, ob die postulierte Signaltransduktion der HKRs mit Hilfe von Funktionsassays nachgewiesen werden kann.  
2.13.1 Elektrophysiologische Analyse der HKRs in Xenopus-Oozyten In Zusammenarbeit mit Maila Reh (HU Berlin) wurden verschiedene Volllängen-, verkürzte und Hybrid-Konstrukte für elektrophysiologische Messungen in Xenopus laevis Oozyten exprimiert. Das Ziel war es, durch Coexpression eines cGMP- bzw. cAMP-gesteuerten CNG-Kanals anhand seiner Öffnung, die Aktivität der Cyclase nachzuweisen. Für die Expression in Oozyten war eine vorherige Herstellung der mRNA der zu exprimierenden Gene notwendig, die mit Hilfe eines Mikroinjektors in die Oozyten injiziert wurde. Zu diesem Zweck wurden die Konstrukte in einen pGEM-Vektor kloniert.  
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Verwendete Konstrukte zur Expression in Oozyten: 
A) Cr-HKR1-FL: Volllängenversion von Cr-HKR1 (codierend für Aminosäuren 1-1396; bp 1-900 codonadaptiert Xenopus laevi) 
B) Cr-HKR1-K: verkürzte Version von A, Ende nach Cyclase-Region (codierend für Aminosäuren 1-1047) 
C) Cr-HKR1-Rh-HKR2: Hybridprotein aus der Cr-HKR1-Rhodopsin-Domäne (codierend für Aminosäuren 1-249 codonadaptiert H. sapiens) und den übrigen Domänen von Cr-HKR2 (Aminosäuren 305-973 codonadaptiert H. sapiens) 
D) Cr-HKR1-HKR2-GC: Hybridprotein aus den Cr-HKR1-Rhodopsin-Histidinkinase-Receiver-Untereinheiten (codierend für Aminosäuren 1-884 aus Konstrukt A) und der Cylase-Domäne von Cr-HKR2 (Aminosäuren 744-941) 
E) Cr-HKR1-HKR2-AC: Hybridprotein wie in D, in der HKR2-Cyclase-Domäne Aminosäure-Substitutionen E813K und C887D zur Modifikation in eine Adenylatcyclase-Aktivität 
F) Cr-HKR2-GC: nur Cyclase-Domäne aus D (GC als Guanylylcyclase; Aminosäuren 744-941) 
G) Cr-HKR2-AC: nur Cyclase-Domäne aus E (AC als Adenylylcyclase)  Der pGEM-Vektor enthält neben einer Ampicilin-Resistenz zur Selektion der transformierten Zellen einen T7-Promotor, der eine in vitro Transkription in mRNA der klonierten Konstrukte mit einer T7-Polymerase ermöglicht. Vor Start der Reaktion müssen ca. 5 µg des Plasmids mit dem Restriktionsenzym EcoRV linearisiert werden, was die in vitro Transkription effektiver machen soll. Nach dem Restriktionsverdau wurde die DNA mit 1/20 vol 0,5 M EDTA-Lösung, 1/10 vol 3 M Na-Acetat und 2 vol 100 % Ethanol gemischt und bei -20 °C über Nacht gefällt. Der Ansatz wurde für 15 min bei 4 °C und 16000 x g zentrifugiert. Die DNA wurde mit 200 µl 70 % Ethanol gewaschen und erneut für 15 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das DNA-Pellet bei Raumtemperatur getrocknet und anschließend in 15 µl nucleasefreiem Wasser resuspendiert. Der DNA-Gehalt wurde im Spektrophotometer bei 280 nm vermessen und die Linearisierung wurde auf einem 1 %-Agarose-Gel überprüft (siehe 2.4.2). Die mRNA-Reaktion wurde mit dem mMESSAGE mMACHINE® T7 Ultra in vitro Transkriptionssystem (Ambion®, Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) durchgeführt.   Tabelle 2.17: Reaktionsansatz für die in vitro Transkription 
Komponente Volumen/Reaktion (= 20 µl) T7 2 x NTP/ARCA  10 µl 10 x T7-Reaktionspuffer 2 µl Linearisierte DNA   1 µg (max. 6 µl) T7-Enzym-Mix 2 µl Nucleasefreies ddH2O ad 20 µl  Der Ansatz wurde für 2-3 h bei 37 °C im Heizblock inkubiert. Nach der Reaktion wurde die RNA gefällt, indem zu 20 µl Reaktionsansatz, je 30 µl nukleasefreies Wasser und 25 µl einer LiCl-
Precipitation Lösung gegeben wurden. Die RNA wurde über Nacht bei -20 °C inkubiert und anschließend für 15 min bei 16000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde mit 1 ml kaltem 70 % Ethanol gewaschen und erneut für 15 min zentrifugiert.  
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Der Überstand wurde verworfen und das RNA-Pellet bei 37 °C getrocknet. Die mRNA wurde in 20 µl nukleasefreiem Wasser aufgenommen und im Spektrophotometer bei 260 nm wurde der RNA-Gehalt quantifiziert, sowie nach vorher erfolgter Denaturierung (75 °C, 10 min) auf einem 1 %-Agarose-Gel (2.4.2) die Qualität der mRNA überpüft. Die mRNA konnte bis zur Verwendung          bei -80 °C gelagert werden. Die Oozyten wurden aus weiblichen Xenopus laevis präpariert (Maila Reh, HU Berlin) und für die elektrophysiologischen Analysen vorbereitet [80], [81]. Die HKR-mRNA und CNG-Kanal-mRNA aus der in vitro-Transkription wurden in verschiedene Mischungsverhältnisse gesetzt (1:1, 1:2, 1:10, 1:20 und 1:200), wobei die eingesetzte Menge des CNG-Kanals pro Oozyte auf 20 ng festgelegt wurde. Mit einem Mikroinjektor wurde das mRNA-Gemisch in einem Gesamtvolumen von 32 nl je Oozyte injiziert. Die Oozyten wurden in ORI-Puffer mit 5 µM all-trans-Retinal und 2 mM CaCl2 im Dunkeln bei 18 °C inkubiert. Am Tag 3-5 nach der Injektion wurden die Messungen nach der Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Methode durchgeführt [267] oder es erfolgte die Expressionsanalyse per Western Blot. Der Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp Aufbau umfasste die Elektroden, einen Verstärker (Turbo TeC-03X; npi) mit Digital-Analog-Wandler (Digidata 1322A; Axon Instruments) und eine Xenon-Lampe (U-ULS75XE; Olympus opticals) als Lichtquelle. Die Belichtung der Oozyten wurde über einen Shutter (Uniblitz LS6 ZM2, Vincent Associates) reguliert, und das Licht wurde über einen Lichtleiter direkt zu den Oozyten geführt. Die Messungen wurden mit einem Haltepotential von -40 mV für eine Dauer von je 130 s pro Einzelmessung durchgeführt. Ein gesamter Messablauf enthielt jeweils vier Wiederholungen mit Pausen von 5 s zwischen den Einzelmessungen. Die Belichtungsdauer betrug 10-20 s pro Messintervall mit einem unbelichteten Vorlauf von 10 s. In den einzelnen Messungen konnte die Belichtung der Oozyten variiert werden, indem über Farbinterferenzfilter die Anregungs-wellenlänge reguliert wurde (Pause zwischen den Sweeps minimal, ca. 2-3 s).  
2.13.1.1 Oozyten-Präparation für Western Blot-Analyse Es wurde jeweils eine Oozyte in 50 µl HbA-Puffer resuspendiert. Die Suspension wurde bei 200 x g für 5 min und 4 °C in der Tischzentrifuge zentrifugiert, um eine Abtrennung des Yolk-Proteins von den restlichen Bestandteilen der Oozyten zu erreichen. Der Überstand wurde in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. Dieser Schritt wurde so häufig wie nötig wiederholt, bis das gelbliche Yolk-Protein weitgehend entfernt war. Um eine Trennung von löslichen und unlöslichen Bestandteilen zu erreichen, wurde die Suspension für 30 min (16000 x g, 4 °C) zentrifugert. Der Überstand wurde mit 4 x SDS-Ladepuffer gemischt und das resultierende Pellet in 50 µl 1 x Ladepuffer resuspendiert. Die Proben wurden im Heizblock für 5 min auf 95 °C erhitzt und konnten bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert werden. Es folgte eine Analyse per Western Blot über einen c-myc-tag-Antikörper.  
2.13.2 Phosphorylierungsanalyse Um eine Vorstellung über die in den HKRs ablaufende Signaltransduktion zu bekommen, wurde die Phosphorylierung der Histidin-Kinase-Domäne untersucht. Hierfür wurden die geeigneten Konstrukte in Pichia pastoris exprimiert (siehe Abschnitt 2.8). Die Zellen wurden aufgeschlossen und die Membranfraktion von den löslichen Bestandteilen getrennt (siehe Abschnitt 2.9.1).  
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Die Membranfraktion aus 1 l Pichia-Kultur wurde in 1 ml Kinase-Puffer mit einem Glas-Homogenisator homogenisiert. Der Gesamtproteingehalt wurde mit Hilfe eines kommerziellen Systems zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen (BCA-Test) berechnet. Um mögliche noch aus den Zellen stammende Phosphorylierungen zu entfernen, wurde eine Behandlung mit alkalischer Phosphatase der Membranfraktion durchgeführt. Es wurden dabei verschiedene Phosphatasen getestet, da die Hersteller keine Angaben über die Wirksamkeit an Histidin-gebundenen Phosphorylgruppen machen konnten: 
• Antarktische Phosphatase (NEB) 
• Fast-AP (Fermentas) 
• CIAP (Fermentas) Diese wurden unter verschiedenen Bedingungen eingesetzt:  
• 500 µg Gesamtprotein in 50 µl Endvolumen und 10 U antarktische Phosphatase 
• 150 µg Gesamtprotein in 200-500 µl Endvolumen und 30 U Fast-AP bzw. CIAP Die Reaktionen wurden entweder in Kinasepuffer durchgeführt und 2-3 h bei 37 °C inkubiert. In diesem Fall erfolgte im Anschluss an die Reaktion eine Inaktivierung der alkalischen Phosphatase mit 10 mM Orthonatriumvanadat. Alternativ wurde die Phosphatasebehandlung in Phosphatase-Puffer durchgeführt, woraufhin die Membranfraktion nach der Reaktion in der Ultrazentrifuge (40000 x g, 1 h, 4 °C) abzentrifugiert wurde. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet entsprechend in Kinasepuffer homogenisiert.  
2.13.2.1 Phosphorylierungsreaktion und Visualisierung des Phosphoproteins Pro Reaktion wurden ca. 250 µg Gesamtprotein (Membran in Kinase-Puffer) eingesetzt. Die Arbeiten wurden bei Raumtemperatur unter Rotlicht durchgeführt. Für die Phosphorylierungsreaktion wurde das Protein mit 100 µM bzw. 1 mM Mg2+-ATP gemischt und für 5 min im Dunkeln bzw. für 2 oder 5 min unter UV-Belichtung inkubiert. Direkt nach Ende der jeweiligen Reaktionszeit wurde den Proben SDS-Ladepuffer hinzugefügt, um weitere Reaktionen zu verhindern. Die gesamten Ansätze wurden auf ein 12,5 %-SDS-Gel aufgetragen und die enthaltenen Proteine durch SDS-Gelektrophorese aufgetrennt (siehe 2.6.1). Auf die Gelektrophorese folgte entweder eine direkte Behandlung des Gels zur Visualisierung der Phosphoprotein-haltigen Banden oder es erfolgte zunächst eine Übertragung des Proteins auf eine PVDF-Membran per Western Blot (siehe 2.6.3). Zum Anfärben der Phosphoproteine wurde das Gel oder der Blot mit dem Pro-Q® Diamond Phosphoprotein Gel bzw. Blot Stain nach Angaben des Herstellers behandelt [268]. Die Visualisierung erfolgte durch ein Laser-Scan-Gerät (bereitgestellt von der AG von Prof. Dr. A. Herrmann, HU Berlin) unter Anregung bei 532 nm und Messen der Emission bei 586 nm.    




3.1 RT-PCR an Cop6/Cr-HKR2 aus Chlamydomonas reinhardtii Für die Durchführung von charakterisierenden Untersuchungen der Proteinfamilie der Histidinkinase-Rhodopsine (HKRs) ist eine Kenntnis der exakten DNA-, mRNA- und der daraus hervorgehenden Aminosäuresequenz in den Organismen unabdingbar. Eine geeignete Methode zur Suche neuer Vertreter einer bestimmten Gen- und Proteinfamilie ist die Recherche in Genomdatenbanken. In diesen können die Genome sequenzierter Organismen eingesehen und bestimmte Abschnitte mit bekannten Genen verglichen werden. In den Datenbanken selbst werden durch vergleichende Analysen Modelle für open reading frames (ORFs) erstellt, welche Vorschläge für transkribierte Regionen der DNA, die Genmodelle, liefern sollen. Vergangene Analysen haben gezeigt, dass die in den Genom-Datenbanken entwickelten Genmodelle nicht unbedingt den in vivo exprimierten Proteinen entsprechen. So konnten im Fall des Chlamyopsin-5-Gens (Cop5) bzw. des Histidinkinase-Rhodopsin-Proteins aus Chlamydomonas reinhardtii (Cr-HKR1; EDP06598) Abweichungen zwischen der in der Datenbank (jgi v2.0 und v3.0 bzw. Phytozome) ermittelten exprimierten Sequenzabschnitte und der gefundenen mRNA in den 
Chlamydomonas-Zellen festgestellt werden (persönliche Kommunikation Prof. Dr. Suneel Kateriya). Ein Grund dafür sind beispielsweise Intronabschnitte in der DNA/RNA, welche von dem Datenprogramm als Exons interpretiert werden und somit zu einer längeren theoretisch erstellten mRNA-Modellsequenz als in der Realität führen. Andererseits werden Exons teilweise nicht als solche erkannt, und dies führt zum Verlust von Sequenzabschnitten in der modellierten DNA/mRNA-Sequenz. Das Durchsuchen des Chlamydomonas reinhardtii-Genoms mit Hilfe der Datenbank jgi v3.0 (heute Phytozome) von Prof. Dr. S.Kateriya führte zur Identifizierung eines putativen homologen Gens/Proteins von Cop5/Cr-HKR1, welches anhand seiner theoretischen Sequenz alle vier in Cr-HKR1 vorhandenen Proteindomänen aufweist (siehe Abschnitt 3.2). In früheren Versionen der Datenbank erschien dieses als Cop6/Cr-HKR2 bezeichnete Gen ebenfalls, allerdings wurden nur die beiden N-terminalen Domänen in dem Genmodell annotiert [79]. Aufgrund der schon erwähnten Unsicherheiten bezüglich der genauen Sequenz der resultierenden mRNA von Chlamyopsin 6 und des Proteins Cr-HKR2 (DS496148.1; EDO99289) sollte mit Hilfe Reverser Transkriptase (RT)-PCR die mRNA-Sequenz ermittelt werden.   
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 Abb. 3.1 Verifizierung der Cr-HKR2-Sequenz. Putativer Aufbau der mRNA- und der Aminosäuresequenz mit den konservierten Proteindomänen der verschiedenen Versionen von Chlamyopsin 6/Cr-HKR2: die Datenbank-Version (A), durch eigene RT-PCR verifizierte und zusätzlich gefundene Abschnitte (B) und die neue Gesamtsequenz durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. G. Nagel per RT-PCR verifiziert (C).  Die ursprüngliche mRNA-Sequenz aus der Datenbank von Cop6/HKR2 besitzt eine Länge von 3672 Basenpaaren (bp) und kann elektronisch in eine Aminosäuresequenz translatiert werden, welche eine Abfolge von 1223 Aminosäuren (AA) ergibt (Abb. 3.1 A). In diesem Konstrukt sind vier konservierte Proteinuntereinheiten enthalten: ein Rhodopsin, eine Histidinkinase, ein Teil eines Response Regulators und eine Cyclase. Zusätzlich schließt an die Cyclase-Domäne ein sehr langer C-Terminus mit einem sterilem alpha Motiv (SAM) an.  In den eigenen RT-PCR-Untersuchungen wurden jeweils Abschnitte von ca. 400-500 Basen-paaren revers transkribiert, amplifiziert und sequenziert. Die sich überschneidenden gefundenen Abschnitte konnten zu einer Gesamtsequenz zusammengefügt und in eine Aminosäuresequenz übersetzt werden (Abb. 3.1 B). Beim Vergleich des erhaltenen Konstruktes mit der Datenbank-Sequenz fallen zwei neu identifizierte Bereiche auf, die in der Datenbankversion nicht enthalten sind.  
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Dabei handelt es sich um eine für 22 Aminosäuren codierende Sequenz (AA 479-500) und um eine für 30 Aminosäuren codierende Sequenz (AA 704-733). Andere Bereiche ließen sich hingegen in den RT-PCR-Daten nicht ermitteln. Hierzu gehört ein Teil des N-Terminus (bp 1-135; AA 1-45) sowie ein großer Teil des C-Terminus (bp 2820 bis Ende; AA 940 bis Ende). Auch der Verbindungsbereich zwischen Histidinkinase- und Response Regulator-Domäne, welcher die Existenz der kovalenten Bindung zwischen den beiden Abschnitten nachweisen sollte, konnte nicht gefunden werden.  Eine vollständige Sequenz für die mRNA wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. G. Nagel per RT-PCR erhalten (persönliche Kommunikation Prof. Dr. G. Nagel; Abb. 3.1 C). Sie ist mit einer Gesamtlänge von 2922 Basenpaaren bzw. 973 Aminosäuren deutlich verkürzt im Vergleich zur Datenbanksequenz. Diese Sequenz enthält ebenfalls die beiden in der eigenen RT-PCR neu entdeckten Bereiche codierend für 22 und 30 zusätzliche Aminosäuren. Außerdem wurde die Existenz eines neuen N-terminalen Abschnittes aufgedeckt, der sich über eine Länge von 64 Aminosäuren erstreckt. Anschließend an die putative Cyclase-Domäne kann ein neuer C-Terminus nachgewiesen werden, der für einen Abschnitt von 31 Aminosäuren codiert (bp 2826-2919; AA 942-973). Der lange C-Terminus aus der Datenbanksequenz von 270 Aminosäuren entfällt. In der neuen Sequenz wird auch der Überlappungsbereich zwischen der Histidinkinase- und der Response Regulator-Domäne identifiziert. Es entfällt ein Abschnitt von 78 Basenpaaren bzw. 26 Aminosäuren in diesem Verbindungsbereich.  In den folgenden Analysen und Anwendungen des Cop6-Gens/HKR2-Proteins wurde die verifizierte Version verwendet. Zusätzlich zu den erhaltenen Sequenzinformationen, konnte durch die RT-PCR-Untersuchungen die Expression des Cop6-Gens auf mRNA-Ebene in den Chlamydomonas-Zellen erwiesen werden, welche vorher keineswegs sicher war.   
3.2 Sequenzvergleiche von Histidinkinase-Rhodopsinen Durch diverse Datenbank-Recherchen wurde bekannt [79], [226], dass die Existenz der Histidinkinase-Rhodopsine (HKRs) nicht auf den Organismus Chlamydomonas reinhardtii beschränkt ist. Es sollten verschiedene Vertreter anhand ihrer sequenziellen Proteinarchitektur miteinander verglichen werden. Ein besonderes Interesse besteht im Rahmen dieser Arbeit an HKRs aus C. reinhardtii, da weder ihre Funktionsweise noch ihre physiologische Bedeutung bekannt sind, obwohl in C. reinhardtii mindestens vier unterschiedliche HKR-codierende Gene existieren. Zusätzlich werden HKRs aus den marinen Mikroalgen Ostreococcus tauri und 
Micromonas pusilla näher betrachtet. Beide Vertreter der Algenklasse Prasinophyceae zeichnen sich durch einen extrem simplifizierten Zellaufbau aus und besitzen nur jeweils eine HKR-Sequenz im Genom. Diese Tatsache könnte ein zukünftiges Aufklären der Bedeutung der HKRs für die Zellen erleichtern, da es nicht zu überschneidenden Wirkungsweisen verschiedener HKRs im gleichen Organismus kommen kann. Für das HKR aus O. tauri wurde zudem im Vorfeld dieser Arbeit eine Beteiligung an der Regulation der circadianen Rhythmik vermutet [230]. Weitere Informationen und vergleichende Analysen über die Eigenschaften des Proteins und seiner verschiedenen Untereinheiten können daher zu wichtigen neuen Erkenntnissen über die allgemeine Bedeutung der HKR-Proteinfamilie führen.  
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3.2.1 Vergleich der putativen Gesamtarchitektur verschiedener 
Histidinkinase-Rhodopsine Zunächst sollte die Gesamtarchitektur der verschiedenen HKRs miteinander verglichen werden. Hierbei wurden die Aminosäure-Sequenzen von drei HKR-Vertretern aus Chlamydomonas 
reinhardtii (Cr-HKR1-Cr-HKR3) und die Aminosäure-Sequenzen der HKRs aus den 
Prasinophyceae Ostreococcus tauri (Os-HKR)und Micromonas pusilla (Mp-HKR) einer datenbankbasierten-Analyse bezüglich der enthaltenen konservierten Domänen (NCBI 
Conserved Domain Search) unterzogen. Im Fall von Cr-HKR3 wurde die Sequenz ab der Aminosäure 1100 in die vergleichenden Untersuchungen mit einbezogen, da hier der Beginn der HKR-spezifischen Domänen angegeben ist. Dem extrem langen N-Terminus aus der Datenbank-Sequenz können keine eindeutigen Strukturen zugeordnet werden. Da die Sequenz nicht durch RT-PCR verifiziert ist und die Existenz des N-Terminus nicht abgesichert ist, werden nur die C-terminalen Bereiche, beginnend mit der Rhodopsin-Domäne, von Cr-HKR3 betrachtet. Die Sequenzen von Cr-HKR1 (persönliche Kommunikation Prof. Dr. S. Kateriya), Cr-HKR2 (siehe 3.1) und Os-HKR (persönliche Kommunikation Dr. F. Corellou, CNRS, Bordeaux, Frankreich) wurden durch RT-PCR verifiziert. Die Sequenz von Mp-HKR ist noch nicht experimentell bestätigt. Der Organismus weist allerdings keine oder nur wenig Introns im Genom auf, so dass die Information aus der Datenbank als relativ zuverlässig angesehen werden kann. Alle fünf verglichenen HKRs besitzen als Gemeinsamkeit einen modularen Aufbau (Abb. 3.2). Die N-terminale Domäne ist eine Bakteriorhodopsin-ähnliche Proteinuntereinheit. Darauf folgen die konservierte Phosphoakzeptor-Domäne (DHp) und die katalytische Domäne (CA) einer Histidinkinase, sowie die Receiver Domäne eines Response Regulators. Eine Adenylyl- bzw. Guanylyl-Cyclase ist hingegen als C-terminaler Bereich nur in Cr-HKR1 und Cr-HKR2 enthalten. In Cr-HKR3 ist in der C-terminalen Region eine Bestrophin-Untereinheit zu finden, bei dem es sich um einen putativen Chlorid-Kanal handelt [269]. Interessanterweise sind Vertreter dieser Proteine aus retinalen Pigmentepithelzellen (RPE) als Teil eines Signaltransduktionsweges bekannt, welcher durch Phosphorylierung/Dephosphorylierung des Bestrophins beeinflusst wird [269]. 
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 Abb. 3.2 Vergleich der Proteindomänen in verschiedenen Histidinkinase-Rhodopsinen. Abfolge der konservierten Domänen in den Aminosäuresequenzen verschiedener Vertreter von Histidinkinase-Rhodopsinen: Chlamydomonas reinhardtii HKR1 (A), HKR2 (B), HKR3 (jgi|Chlre4|405644; C) sowie Ostreococcus 
tauri HKR (XP_003083892.1; D) und Micromonas pusilla HKR (EEH55023.1; E) beide Prasinophyceae  Während die Reihenfolge der Anordnung und die Größen der einzelnen Domänen in den verschiedenen HKRs gleich bzw. ähnlich sind, sind die Längen der dazwischen liegenden Verbindungsregionen sehr unterschiedlich. So liegen beispielsweise in Cr-HKR1, Os-HKR und Mp-HKR 100-150 Aminosäuren zwischen dem Ende der Histidinkinase-Domäne und dem Beginn der folgenden Receiver-Domäne. In Cr-HKR2 werden diese beiden Bereiche nur durch einen Abschnitt von ca. 30 Aminosäuren getrennt. Auch die Länge der C-terminal der letzten HKR-Domäne gelegenen Region ist sehr unterschiedlich ausgeprägt. Sie ist in Cr-HKR2, Os-HKR und Mp-HKR mit einem Umfang von ca. 30 Aminosäuren relativ kurz. In Cr-HKR1 weist sie allerdings eine Länge von fast 400 Aminosäuren auf, deren Funktion und Struktur sich anhand der Sequenz größtenteils nicht ermitteln lassen. Beim Sequenz-Alignment der verschiedenen HKRs wird deutlich, dass Cr-HKR1 und Cr-HKR2 eine Identität der Aminosäuresequenz von ca. 38 % besitzen, während sie mit Cr-HKR3 nur zu ca. 28 % und mit Os-HKR und Mp-HKR nur zu ca. 22-23 % übereinstimmen. Os-HKR und Mp-HKR weisen eine Identität zueinander von ca. 37 % auf. Mit Cr-HKR3 stimmen sie nur zu ca. 18-19 % überein (Tabelle 3.1). Die gemeinsame Architektur der Histidinkinase-Rhodopsine lässt eine untereinander vergleichbare Signaltransduktionskaskade vermuten. 
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Tabelle 3.1: Identität der Aminosäuresequenzen in Prozent aus dem multiplen Sequenz-Alignment der HKRs  Os-HKR Mp-HKR Cr-HKR1 Cr-HKR2 Cr-HKR3 
Os-HKR 100 37 22 22 19 
Mp-HKR 37 100 23 23 18 
Cr-HKR1 22 23 100 38 28 
Cr-HKR2 22 23 38 100 28 
Cr-HKR3 19 18 28 28 100  Im Folgenden sollen die einzelnen Proteindomänen anhand ihrer Sequenzen genauer analysiert und mit bekannten Vertretern der jeweiligen Proteinfamilie verglichen werden. In diesen weiterführenden Untersuchungen der einzelnen Proteinabschnitte wird sich hauptsächlich auf die Vertreter Cr-HKR1 und Cr-HKR-2 sowie Os-HKR und Mp-HKR konzentriert.   
3.2.2 Sequenzanalyse der Rhodopsin-Domänen Da die mikrobiellen Rhodopsine einer Klasse gut untersuchter Photorezeptoren angehören, können schon anhand einiger Sequenzmerkmale Rückschlüsse auf bestimmte Eigenschaften gezogen werden [51], [77], die mit Ihrer Aufgabe im Organismus zusammenhängen. Ein Vergleich mit bereits charakterisierten Vertretern dieser mikrobiellen Rhodopsine von unterschiedlicher Funktion erscheint demnach sinnvoll. Es werden zusätzlich zu den HKR-Rhodopsin-Domänen eine Protonenpumpe (Bakteriorhodopsin BR), ein halobakterielles sensorisches Rhodopsin (Sensory Rhodopsin I SRI), eine halobakterielle Chloridpumpe (Halorhodopsin HR), ein Kanalrhodopsin aus Chlamydomonas reinhardtii (Channelrhodopsin 2 ChRh2) und ein cyanobakterielles sensorisches Rhodopsin (Anabaena Sensory Rhodopsin ASR) in die vergleichenden Analysen einbezogen.  Es lassen sich konservierte Regionen und Reste in den vier untersuchten HKRs nachweisen, die charakteristisch für die mikrobiellen Rhodopsine sind. Sie erstrecken sich über die sieben Helices der Rhodopsin-Domänen. Besonders wichtig ist hierbei die Existenz des obligatorischen Lysins in Helix G, welches die Schiff’sche Base mit dem Retinal ausbildet (Abb. 3.3 Helix G). Eine Strukturmodellierung der Rhodopsindomänen (beispielhaft für Cr-HKR1 und Os-HKR in Abb. 3.3 B und C) auf Basis der Bakteriorhodopsin-Kristallstruktur (1KGB [106]) zeigt, dass auch die HKRs vermutlich in der bekannten dreidimensionalen Architektur mit je sieben transmembranen Helices und der Retinalbindetasche im Zentrum des Moleküls vorliegen. 
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 Abb. 3.3 Sequenzanalyse der HKR-Rhodopsin-Domänen. Ausschnitt des multiplen Alignments (Helices C, D und G) der Rhodopsindomäne ausgewählter mikrobieller Rhodopsine (A); BR: Bakteriorhodopsin aus Halobacterium salinarum (2AT9_A), SRI: Sensory Rhodopsin I aus 
Halobacterium salinarum (AM774415.1), HR: Halorhodopsin aus Halobacterium salinarum (BAA07823.1), Cr-HKR1: Histidinkinase-Rhodopsin 1 aus Chlamydomonas reinhardtii (Sequenz von Dr. S. Kateryia), Cr-HKR2: Histidinkinase-Rhodopsin 2 aus Chlamydomonas reinhardtii (RT-PCR/AG Prof. Dr. Nagel siehe Abschnitt 3.1), Os-HKR: Histidinkinase-Rhodopsin aus Ostreococcus tauri (XP_003083892.1), Mp-HKR: Histidinkinase-Rhodopsin aus Micromonas pusilla (EEH55023.1), ChRh2: Channelrhodopsin 2 aus Chlamydomonas reinhardtii (DS496114.1) und ASR: Sensory Rhodopsin aus Anabaena sp. (1XIO_A). Ausschnitt der Strukturmodelle der Cr-HKR1-Rhodopsindomäne (B) und der Os-HKR-Rhodopsindomäne (C) auf Basis von Bakteriorhodopsin (1KGB [106]). Die Seitenketten ausgewählter Aminosäuren in der Retinalbindetasche wurden gekennzeichnet (schwarz). Vergleichend ist die jeweilige Aminosäure an entsprechender Position von Bakteriorhodopsin in blau angegeben.   
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Die konservierten Reste in der Retinalbindetasche können überwiegend an ähnlichen Positionen zugeordnet werden. Die durch das Alignment ermittelte prozentuale Identität der Aminosäuresequenzen über die gesamte Länge der Rhodopsindomäne ist untereinander jedoch eher gering. So teilen beispielsweise Cr-HKR1 und Cr-HKR2 nur ca. 33 % der Aminosäuren miteinander. Zu BR und SRI besitzen sie nur eine Übereinstimmung von ca. 20 % und zu den anderen hier dargestellten nicht-HKR-Rhodopsinen liegt sie nur bei 14 bis 17 %. Das Os-HKR und das Mp-HKR haben zu ca. 28 % eine identische Aminosäuresequenz in ihrem Rhodopsinbereich. Mit den anderen verglichenen Rhodopsinen besitzen sie ebenfalls Überein-stimmungen von 14 % bis 17 %. Das Chlamydomonas-HKR Cr-HKR1 hat eine Übereinstimmung zu den Prasinophyceae-HKRs (Os-HKR und Mp-HKR) von ca. 19 %, während sie im Fall von Cr-HKR2 nur bei 14 % zu Os-HKR und bei 17 % zu Mp-HKR liegt. Beim Vergleich der Histidinkinase-Rhodopsine mit anderen mikrobiellen Rhodopsinen fällt außerdem auf, dass große Unterschiede in der Länge des N-Terminus vor dem Start der ersten Helix des Rhodopsins bestehen. Besonders in Os-HKR und Cr-HKR2 sind diese undefinierten N-terminalen Abschnitte mit ca. 100 Aminosäuren sehr groß ausgeprägt.  Bei der Betrachtung einzelner Reste im erweiterten Bereich der Retinalbindetasche fällt auf, dass die HKRs an der BR-Aminosäureposition 96 anstelle einer Asparaginsäure, welches unter anderem für einen Protonenpumpprozess notwendig ist [105], [270], [271], ein unpolares/hydrophobes Leucin bzw. Isoleucin besitzen. Auch an der wichtigen BR-Position 85 [272] kommt es zu Abweichungen. So liegt in Cr-HKR1 und Cr-HKR2 ein Methionin bzw. Glutamin an der entsprechenden Position. Die Eigenschaften dieser Reste unterscheiden sich deutlich von der Asparaginsäure 85 in BR, welche eine Funktion als Gegenion und Protonakzeptor der Schiff’schen Base im BR-Photozyklus übernimmt. In Os-HKR und Mp-HKR liegt an analoger Position eine Glutaminsäure, welche durch die ebenfalls vorhandene Carboxyl(at)-Gruppe zumindest in der Theorie eine ähnliche Aufgabe wie das BR-D85 ausführen könnte. An BR-Position D212 besitzen alle HKRs mit Ausnahme von Cr-HKR2 ebenfalls eine Asparaginsäure, welche in BR die Funktion des zweiten Gegenions und Protonakzeptors ausführt. Ob und wie es in Cr-HKR2 ohne offensichtliches Gegenion zur Ausbildung und Stabilisierung der Schiff’schen Base kommen kann, ist aus der Sequenz nicht ersichtlich. Weiterhin wird deutlich, dass die HKRs weder die korrespondierenden Reste an den Schlüsselpositionen der Chloridpumpen [125], [77] noch an den Schlüsselpositionen der Kanalrhodopsine (glutaminsäurereiche Helix B, D/C-Gate) aufweisen [135].   
3.2.3 Sequenzanalyse der Histidinkinase- und der Response Regulator-
Domänen Als nächstes wurde die Histidinkinase-Domäne genauer betrachtet. Die dazu gehörenden Sequenzabschnitte können mit bekannten Vertretern von Histidinkinasen, welche zu bakteriellen Zwei-Komponenten-Systemen gehören, verglichen werden. Ein Sequenz-Alignment ist allerdings nur mit der jeweiligen Phosphorylierungs-Region und dem enzymatisch aktiven Teil der Histidinkinasen möglich. Die Dimerisierungs- und Histidin-Phosphotransfer-Domäne (DHp), mit dem konservierten Histidin, welches nach Aktivierung der Histidinkinase phosphoryliert wird, ist in den HKRs vorhanden. Ebenfalls kann die enzymatisch aktive katalytische (CA-/H-ATPase)-Domäne zugeordnet werden [224], [245], welche nach Aktivierung die ATP-abhängige Autophosphorylierungsreaktion katalysiert.   
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Die N-terminalen Histidinkinase-spezifischen Sensordomänen weisen hingegen keine erkennbaren Homologien zu den HKRs auf. Auch die für die Signaltransduktion der Kinasen wichtige HAMP-Domäne [273] kann in den HKRs nicht eindeutig identifiziert werden. Die 
Linker-Region zwischen der siebenten Rhodopsin-Helix und dem Beginn der enzymatischen Domäne der Histdinkinase-Region weichen sowohl in der Länge als auch in der Sequenz deutlich von den klassischen HAMP-Domänen (Länge von 50-60 Aminosäuren) ab, die in den Sensor-Histdinkinasen die Aufgabe der Signalweiterleitung von der sensorischen Domäne zur Phosphorylierungs-Domäne übernimmt [274] [151]. So umfasst der Linker-Bereich zwischen dem Ende der Photorezeptor-Untereinheit und dem Beginn der Histidinkinase-Domäne nur 30 Aminosäuren in den beiden Cr-HKRs und 20-23 Aminosäuren in Os-HKR und Mp-HKR. Auch eine Sequenz-Homologie zu beschriebenen HAMP-Domänen ist nicht festzustellen. Es lässt sich aber auch in den HKR-Linker-Sequenzen eine Tendenz zur alternierenden Abfolge aus hydrophoben und hydrophilen Bereichen erkennen. Ein geregeltes Heptadenmuster, welches den Coiled-Coil-Regionen der HAMP-Domänen zugrunde liegt, kann in den HKRs jedoch nicht zweifelsfrei zugewiesen werden. Die verwendeten Vorhersage-Programme für Coiled-Coil-Strukturen [275], [276] geben zwar sowohl für die Linker-Bereiche der Cr-HKRs als auch der 
Prasinophyceae-HKRs eine leicht erhöhte Wahrscheinlichkeit der Coiled-Coil-Bildung im Vergleich zu den umliegenden Regionen an. Ein signifikanter Wert und somit eine verlässliche Aussage wird jedoch nicht erreicht (nicht gezeigt).  
 Abb. 3.4 Sequenz-Analyse der Linker-Regionen der HKRs. Sequenz-Alignment der zweiten Hälfte von Helix G des Rhodopsin-Teils, der Linker-Region zwischen Rhodopsin- und Histidinkinase-Domäne und des ersten Teils der Phosphorylierungsregion von Cr-HKR1, Cr-HKR2, Os-HKR und Mp-HKR  Sehr auffällig ist die Ähnlichkeit der Linker-Beschaffenheit zwischen den beiden 
Chlamydomonas-HKRs. Es besteht eine Übereinstimmung bezüglich der Länge und eine Identität einer Vielzahl an Resten im Linker-Bereich und der Histidinkinase-Domäne (Identität von 53 %). In Cr-HKR1 und Cr-HKR2 ist am Ende von Helix G der Rhodopsin-Domäne ein ungewöhnliches serinreiches Phe-Ser-Ser-Ser-Motiv (FSSS), C-terminal des retinalbindenen Lysin-Restes (Abb. 3.4) vorzufinden. Zwischen dem Phenylalanin und der Retinalbindestelle liegen jeweils zwei Reste mit hydrophoben Eigenschaften. Auch die Region direkt vor dem konservierten Histidin der Histidinkinase ist nahezu identisch aufgebaut, und sie weist wiederum mehrere Serine auf.  Der gesamte Linker-Abschnitt unterscheidet sich in den HKRs aus den Prasinophyceae 
Ostreococcus und Micromonas deutlich von der entsprechenden Region in den Chlamydomonas-HKRs. Es lassen sich nahezu keine sequenziellen Übereinstimmungen feststellen und der Bereich ist noch stärker verkürzt.  
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Interessanterweise weichen die Linker-Sequenzen von Os-HKR und Mp-HKR untereinander ebenfalls deutlich voneinander ab, obwohl die Länge mit 22 Aminosäuren identisch ist. Der Übergangsbereich zwischen Rhodopsin und Linker ist hingegen in Os-HKR und Mp-HKR wiederum gleich ausgeprägt, er unterscheidet sich aber von dem FSSS-Motiv in den Cr-HKRs. In Os-HKR und Mp-HKR ist ein ungewöhnliches Ser-Ala-Gly-Ser-Motiv (SAGS) als kurze Sequenz am Ende der Helix G des Rhodopsin-Teils zu finden. Zwischen dem Beginn des SAGS-Motivs und dem konservierten Lysin liegt eine Abfolge von sieben Aminosäuren mit teilweise polaren und teilweise hydrophoben Eigenschaften. Der Bereich vor dem konservierten Histidin ist ebenfalls nahezu deckungsgleich in Os-HKR und Mp-HKR und auch die Histidinkinase-Untereinheiten insgesamt weisen große Übereinstimmungen auf (Identität 49 %). Insgesamt teilen die 
Prasinophyceae-HKRs mit den Chlamydomonas-HKRs nur ca. 28 % der Aminosäuren in diesem Bereich. Bei Betrachtung der Response Regulator-Untereinheiten der HKRs wird deutlich, dass ausschließlich ein Vergleich mit den Receiver-Domänen nicht aber mit den Output-Domänen der bakteriellen Response Regulatoren aus den Zweikomponentensystemen möglich ist (Daten nicht gezeigt). In allen HKRs ist die konservierte Asparaginsäure vorhanden, welche in den klassischen Zweikomponentensystemen infolge der Phosphorylierung für die Signalweiterleitung und Aktivierung der Output-Domäne verantwortlich ist [224]. In Cr-HKR1 und Cr-HKR2 könnte die Cyclase-Domäne, die C-terminal an die Receiver-Domäne anschließt, die Funktion der Output-Domäne übernehmen. Da in Os-HKR und Mp-HKR keine Output-Domäne identifizierbar ist, muss es zur nachgeschalteten Aktivierung eines weiteren Proteins als Interaktionspartner kommen. Die Receiver-Domänen selbst zeigen eine Übereinstimmung von ca. 50 % im Fall von Cr-HKR1 und Cr-HKR2 und von 45 % im Fall von Os-HKR und Mp-HKR. Die Chlamydomonas- und die Prasinophyceae-HKRs haben dagegen nur eine Identität von ca. 23 % bis 24 %.  
3.2.4 Sequenzanalyse der Cyclase-Domänen in Cop5/Cr-HKR1 und 
Cop6/Cr-HKR2 Auch die putativen Cyclase-Domänen der beiden Chlamydomonas-HKRs bedürfen einer genauen Sequenzanalyse. Durch diese soll ermittelt werden, ob sie als Adenylyl- oder Guanylyl-Cyclase definiert sind und ob sie die formalen Voraussetzungen für die Funktion als enzymatisch aktive Cyclase-Untereinheit erfüllen. Daher wurden die Sequenzen beider Cr-HKR-Cyclase-Domänen mit bekannten Vertretern der Cyclase-Familie verglichen (Abb. 3.5).  
                                                                                                                                   Ergebnisse 
87  
 Abb. 3.5 Sequenzanalyse der Cyclase-Regionen von Cr-HKR1 und Cr-HKR2. Vergleich der Cr-HKR1- und Cr-HKR2-Cyclase mit der humanen Retina-spezifischen Guanylyl-Cyclase 2D (NP_000171)  Ein Alignment der Sequenzen ist wiederum ausschließlich mit der katalytischen Domäne der Cyclasen, hier der humanen Guanylyl-Cyclase 2D (GC), ausführbar. Ein Vergleich mit dem großen N-terminalen sensorischen Bereich, der im Fall der humanen GC aus transmembranen sowie extrazellulären Teilen besteht, ist nicht möglich. Die Sequenzanalysen verdeutlichen, dass insbesondere die Cr-HKR2-Cyclase-Untereinheit große Übereinstimmungen mit den konservierten Regionen der humanen GC aufweist. Alle essentiellen Aminosäuren für die Substrat-Definition, die Koordinierung der Metallionen und weitere notwendige Aminosäuren für das Ablaufen der katalytischen Prozesse sind in Cr-HKR2 vorhanden [225]. Die beiden Aminosäuren E813 und C887 definieren die Verwendung von GTP als Substrat der Cyclase [225]. Daher kann im Fall von Cr-HKR2 eine Guanylyl-Cyclase-Aktivität, also die Umwandlung von GTP in cGMP, angenommen werden. Die Adenylyl-Cyclase-spezifischen Aminosäuren an den entsprechenden Positionen wären ein Lysin und ein Threonin (K und T) bzw. ein Lysin und eine Asparaginsäure (K und D) [277]. Für den Cyclasebereich in Cr-HKR1 ist die Situation nicht eindeutig definierbar. Einige der als essentiell determinierten Positionen sind durch andere Aminosäuren ersetzt, weswegen die Funktionalität der Cyclase-Domäne in Cr-HKR1 fraglich ist. Zumindest spricht die Existenz der Glutaminsäure an Position 914 wie in Cr-HKR2 für das Nutzen von GTP als Substrat und somit für eine Wirkungsweise als Guanylyl-Cyclase und nicht als Adenylyl-Cyclase, wenn sie denn möglich ist. Die zweite GTP-definierende Aminosäure an Position 983 ist im Fall von Cr-HKR1 ein Phenylalanin. Das an dieser Stelle für Guanylyl-Cyclasen übliche Cytosin fehlt. Die identifizierbaren bzw. fehlenden essentiellen Aminosäuren in der Cyclase-Region werden für Cr-HKR1 und Cr-HKR2 noch einmal in Tabelle 3.2 zusammengefasst.    
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Tabelle 3.2: Ausprägung der Schlüsselpositionen in den Cyclase-Domänen von Cr-HKR1 und Cr-HKR2 
Aufgabe der 
Aminosäuren 
Wichtige Positionen der 
Cr-HKR1-Cyclase 
Wichtige Positionen der 
Cr-HKR2-Cyclase  Substrat-Definition             E914 = GTP            C??? fehlt (F983)              E813 = GTP             C887 = GTP  Koordinierung der Metallionen             D??? fehlt (R874)            E918              D773             D817  Notwendige Reste für die katalytischen Prozesse 
            N??? fehlt (A990)            R??? fehlt (M994)              N894             R898   
3.3 Heterologe Expression von Histidinkinase-Rhodopsinen in 
verschiedenen Expressionssystemen In Ermangelung existierender Chlamydomonas-Stämme, in denen die HKRs durch gezielte Genstilllegung ausgeschaltet sind, konnte noch keine exakte Aussage über die Aufgabe dieser Proteine besonders in den C. reinhardtii-Zellen getroffen werden. Da über die Arbeitsweise der Proteinfamilie zu Beginn dieser Arbeit nichts bekannt war, sollten die HKRs bzw. Teile von ihnen in verschiedenen Expressionssystemen heterolog exprimiert und die rekombinanten Proteine hinsichtlich verschiedener Eigenschaften untersucht werden.  
3.3.1 Heterologe Expression der verschiedenen HKRs in Pichia pastoris 
und Proteinaufreinigung Als ein vielversprechendes Expressionssystem für die heterologe Expression von Membranproteinen hat sich in vergangenen Untersuchungen die Hefe Pichia pastoris erwiesen. Sie wurde auch im Fall der HKRs getestet, da eine Expression in dem gängigen bakteriellen Expressionssystem E. coli für keines der getesteten HKR-Konstrukte in funktionellem Protein resultierte. Die Pichia pastoris-Zellen wurden nach erfolgter Transformation der verschiedenen DNA-Konstrukte, auf Expression der betreffenden Proteine überprüft. Die Pichia-Zellen wurden vor allem für die Herstellung von Proteinen mit dem Ziel der Proteinaufreinigung herangezogen. Hierbei wurden, unter anderem, verkürzte Versionen der HKRs exprimiert, die ausschließlich die jeweilige Rhodopsin-Domäne beinhalten. Die Eigenschaften der Photorezeptoren sollten nach der Überführung aus der Membran in ein geeignetes Detergenz und der anschließenden Aufreinigung spektroskopisch untersucht werden. Außerdem wurde versucht, längere Konstrukte anzureichern, welche für funktionelle in-vitro-Experimente bezüglich der Signaltransduktionsmechanismen in den HKRs verwendet werden sollten. Im Folgenden wird die Proteinexpression und -aufreinigung am Beispiel der Os-HKR-Rhodopsin-Domäne nachvollzogen.  
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 Abb. 3.6 Proteinexpression in Pichia pastoris. Os-HKR-Rh exprimierende Pichia pastoris Zellen (A) und Western Blot der Membranfraktion (M) und der cytosolischen Fraktion (cyt) der P.pastoris-Zellen (B)  In einigen Expressionsansätzen weist eine spezifische Färbung der Zellen auf die Bildung der Photorezeptoren hin (Abb. 3.6 A). Durch die Existenz der C-terminalen c-myc-tag-Sequenzen in den Konstrukten, kann das Protein in der Membranfraktion der Zellen per Immunodetektion (Western Blot) als Bande mit einer Größe von 40 kDa nachgewiesen werden. In der cytosolischen Fraktion wird keine Os-HKR-spezifische Bande detektiert (Abb. 3.6 B). Nach Zellernte und Zellaufschluss wird die Membranfraktion von dem Rest der Zellen getrennt und in einem Solubilisierungsansatz in das Detergenz überführt.  
 Abb. 3.7 Solubilisierung der heterolog exprimierten HKRs. Membranfraktion mit exprimiertem Os-HKR (A), Solubilisierungsansatz (B) und abzentrifugierter Solubilisierungsansatz (C)  Nach Abzentrifugieren der Membrananteile aus den Pichia-Zellen ist die Färbung durch das Os-HKR-Protein im Membranpellet zu erkennen (Abb. 3.7 A). Die rötliche Farbe bleibt auch im Solubilisierungsansatz bestehen, was bedeutet, dass die Funktionalität der Photorezeptordomäne im Detergenz erhalten bleibt. Nach der Überführung des Rhodopsins aus der Membran in das Detergenz wird der Ansatz von nicht solubilisierten Bestandteilen durch erneute Zentrifugation getrennt. Das dabei entstehende Pellet ist im Vergleich zum ursprünglichen Membranpellet stark verkleinert, da ein Großteil des Membranproteins im 
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Detergenzansatz in Lösung gegangen ist (Abb. 3.7 C). Ein geringer Verlust durch nicht-solubilisierte Rhodopsin-Anteile wird an der Rotfärbung des Pellets dennoch deutlich. Der Solubilisierungsansatz wird per Affinitätschromatographie auf eine Ni-NTA-Säule aufgetragen.   
 Abb. 3.8 Aufreinigung der HKRs durch Affnitätschromatographie. Ni-NTA-Affinitätschromatographie-Säule beladen mit Os-HKR (A), aufgereinigtes Os-HKR-Protein (B) und SDS-PAGE des aufgereinigten Os-HKR-Proteins (ca. 2 µg) (C)  Das gebundene Protein ist an der Färbung der Säulenmatrix zu erkennen (Abb. 3.8 A). Nach Elution des Proteins liegt das aufgereinigte Os-HKR in der Detergenz-Puffer-Lösung vor (Abb. 3.8 B). Die SDS-PAGE des aufgereinigten Proteins zeigt eine Hauptbande bei ca. 40 kDa. Es sind nur wenige schwache Nebenbanden zu erkennen (Abb. 3.8 C), was für das Erreichen eines zufriedenstellenden Reinheitsgrades durch die Affinitätschromatographie spricht.  Die Expression und gegebenenfalls eine anschließende Proteinaufreinigung wurden in vergleichbarer Vorgehensweise mit verschiedenen HKR-Konstrukten durchgeführt. Hierbei wurde sich im Fall von Cr-HKR1 auf die Rhodopsin-Domäne allein sowie das Rhodopsin zusammen mit der Histidinkinase konzentriert (Abb. 3.9 A). Zusätzlich wurden im Bereich des Rhodopsin-Teils einzelne Aminosäuren an interessanten Positionen gegen andere Aminosäuren ausgetauscht. Für die Cr-HKR2-Konstrukte wurde die Rhodopsin-Domäne mit mehreren Varianten der N-terminalen Region auf Expression und Aufreinigung getestet (Abb. 3.9 B). Diese basieren auf den verschiedenen Sequenzen der Datenbankversion und der AG-Nagel-Sequenz. In einem weiteren Ansatz wurde die N-terminale Region durch den Cr-HKR2-N-Terminus ersetzt, mit dem Ziel, die Expression und Membranständigkeit von Cr-HKR2 zu verbessern. Außerdem wurde die heterologe Expression der Rhodopsin-Domäne des HKR2-Proteins aus Volvox carteri untersucht (Vc-HKR2). Das Os-HKR wurde sowohl als verkürzte Version (nur die Rhodopsin-Domäne) als auch als Gesamtprotein in den Pichia-Zellen exprimiert (Abb. 3.9 C). Wie in Cr-HKR1 wurden an bestimmten Positionen des Rhodopsins Mutationen eingeführt, die zur Substitution von Aminosäuren führte und welche der Untersuchung der Funktion dieser Reste dienen sollte. Im Fall von Mp-HKR wurde ausschließlich ein verkürztes Konstrukt mit der Rhodopsin-Domäne allein untersucht (Abb. 3.9 C).  Eine Auswahl der Expressions-Ergebnisse von verschiedenen in Pichia pastoris exprimierten HKR-Konstrukten ist in Abbildung 3.9 dargestellt. Nach positiv getesteter Expression durch Immunodetektion (Bande im Western Blot), wurde eine Proteinaufreinigung angeschlossen und die Absorptionseigenschaften der Probe im UV/Vis-Spektrometer überprüft.  
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 Abb. 3.9 Western-Blot-Nachweis der heterolog exprimierten HKR-Proteine in Pichia pastoris. Immunodetektion der HKRs (mit einem anti-c-myc-tag-Antikörper über den c-terminalen myc-tag) aus heterologer Expression in Pichia pastoris und Absorptionsspektren der aufgereinigten HKR-Konstrukte. Es wurde jeweils 1/50 der Membranfraktion aus 1 ml Zellen mit OD 8 aufgetragen. A: Cr-HKR1-Konstrukte von 
Chlamydomonas reinhardtii HKR1; Cr-HKR1-Rh: Rhodopsinteil (Aminosäuren 1-257); Cr-HKR1-Rh-Kin-L: Rhodopsin+Histidinkinase lange Version (Aminosäuren 1-594); Cr-HKR1-Rh-Kin-K: Rhodopsin+Histidinkinase kurze Version (Aminosäuren 1-551); Cr-HKR1-Rh-M113D/D239N: Cr-HKR1-Rhodopsinteil mit Mutationen an Position 113 und 239 (Aminosäuren 1-257); Cr-HKR1-Rh-M113E: Cr-HKR1-Rhodopsinteil mit Mutation an Position 113 (Aminosäuren 1-257); B: Cr-HKR2-Konstrukte von Chlamydomonas reinhardtii HKR2; Cr-HKR2-Rh-Db: Datenbankversion des Rhodopsinteils (Aminosäuren 1-301); Cr-HKR2-Rh-AG-Nagel: Rhodopsinteil der Version der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Nagel (Aminosäuren 1-320); Cr-HKR2-(N-HKR1)-Rh: Cr-HKR2-Rhodopsinteil (Aminosäuren 84-320) mit N-Terminus von Cr-HKR1 (Aminosäuren 1-28); Cr-HKR2-(N-HKR1)-Rh-N218D: Rhodopsinteil aus Cr-HKR1 und Cr-HKR2 wie zuvor mit Mutation an Position 218; Vc-HKR2-Rh: Rhodopsinteil des Volvox carteri-HKR2 (Aminosäuren 1-256); C: Prasinophyceae-HKR-Konstrukte; Os-HKR-Rh: Rhodopsinteil von Ostreococcus tauri HKR (Aminosäuren 1-341); Os-HKR-Ges: Os-HKR-Gesamt (Aminosäuren 1-912); Os-HKR-Rh-E181N: Os-HKR-Rhodopsinteil mit Mutation an Position 181 (Aminosäuren 1-341); Os-HKR-Rh-D314N: Os-HKR-Rhodopsinteil mit Mutation an Position 314 (Aminosäuren 1-341); Mp-HKR-Rh: Rhodopsinteil von Micromonas pusilla HKR (Aminosäuren 1-329)  
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In den Cr-HKR1-Expressionen wird deutlich (Abb. 3.9 A), dass die besten Expressions- und Aufreinigungsergebnisse mit den Konstrukten der rein membranständigen Rhodopsin-Domänen erzielt werden (Cr-HKR1-Rh). Es kann eine deutliche spezifische Bande im Western Blot detektiert werden und das aufgereinigte Protein ergibt ein Absorptionsspektrum mit Signalen im Bereich zwischen 300 nm und 600 nm, welche zusätzlich zum Proteinpeak der aromatischen Aminosäuren bei 280 nm zu beobachten sind. Die lange Version des Rhodopsin-Histidinkinase-Konstruktes (Cr-HKR1-Rh-Kin-L) wird weniger stark überexprimiert in den Pichia-Zellen, und die Aufreinigung in Detergenz erzielt kein Cr-HKR1-spezifisches Absorptionsspektrum. Ein erster experimenteller Ansatz, der die lichtabhängige Phosphorylierung des Histidinkinase-Teils als Beginn der HKR-spezifischen Signaltransduktion untersuchen sollte, wurde daher mit der nicht solubilisierten Membranfraktion der HKR-exprimierenden Pichia-Zellen durchgeführt. Ein reproduzierbarer belichtungsabhängiger Phosphorylierungs-Unterschied ist allerdings nicht zu erkennen (Anhang Abb. 5.1). In der verkürzten Rh-Kin-K-Variante (Cr-HKR1-Rh-Kin-K) kann die Expression verbessert werden und auch im Absorptionsspektrum ist ein geringes Signal im sichtbaren Bereich des Spektrums zu beobachten, was dafür spricht, dass die Photorezeptordomäne zumindest in einem Teil der Moleküle funktionell ist. Für eine zukünftige Analyse der Signaltransduktion von der Photorezeptor- zur Histidinkinase-Domäne in Form eines Funktionsassays kommt demnach besonders das Cr-HKR1-Rh-Kin-K-Konstrukt infrage. In den Mutationsanalysen der Cr-HKR1-Rhodopsin-Domäne wird deutlich, dass die Beschaffenheit der beiden Aminosäuren M113 und D239 eine entscheidende Rolle für die Ausbildung des Absorptionsspektrums und somit die Chromophorbindung spielen müssen. So kann in den Mutanten der Position M113 bei einer M/D-Substitution keine Absorption im sichtbaren Bereich des Spektrums festgestellt werden, unabhängig davon ob es sich hier um die Einzelmutation (siehe Abschnitt 3.4.7) oder die Doppelmutante M113D/D239N handelt. Während die zusätzliche freie Carboxyl-Gruppe einer Asparaginsäure an Position 113 demnach keine Chromophorbindung zulässt, kann nach Einführung einer Glutaminsäure (M113E) ein Wildtyp-ähnliches Absorptionsspektrum beobachtet werden. Die vergleichsweise geringe Signalintensität im Bereich von 380 nm weist aber auf einen geringeren Anteil an funktionellem Protein im Vergleich zum Wildtyp hin. Die Existenz der Aminosäure mit freier Carboxyl-Gruppe an Position 239 ist hingegen essentiell für die Ausbildung des Cr-HKR1-spezifischen Spektrums. Die Substitution D239N führt zu einem Verlust der Absorptionseigenschaften der Cr-HKR-Rhodopsin-Domäne, die auch in der Doppelmutante M113D/D239N durch eine zusätzliche Carboxyl-Gruppe an Position 113 nicht ausgeglichen werden kann. Die Substitution von D239 gegen eine Glutaminsäure führt zu funktionellem Rhodopsin (Abb. 3.39 und 3.40). Diese Mutante wird im Zusammenhang mit der Gegenion-Thematik genauer analysiert (Abschnitt 3.4.7). In den Expressionsanalysen und Aufreinigungen der Rhodopsin-Domänen der Cr-HKR2-Konstrukte (Abb. 3.9 B) zeigt die Version mit dem N-Terminus aus der Genom-Datenbank keine Expression in Pichia (Cr-HKR2-Rh-Db). Die Variante mit der verifizierten Sequenz der AG von Prof. Dr. G. Nagel (Cr-HKR2-Rh-AG Nagel) wird hingegen heterolog exprimiert und ergibt ein spezifisches Signal der korrekten Größe (ca. 35 kDa) im Western Blot. Im Absorptionsspektrum des aufgereinigten Cr-HKR2-Proteins lässt sich allerdings keine Absorptionssignal im sichtbaren Bereich nachweisen. Durch den Austausch des N-Terminus gegen die N-terminale Region von Cr-HKR1 (Cr-HKR2-(N-HKR1)-Rh) sollten die Solubilisierungseigenschaften der Cr-HKR2-Rhodopsin-Domäne im Detergenz verbessert werden. Doch auch hier ist zwar eine Expression in den Pichia-Membranen möglich, während eine Absorption im sichtbaren spektralen Bereich durch den Photorezeptor nicht erreicht wird. Die Beschaffenheit des N-Terminus muss allerdings wichtig für die Expression in der Zellmembran sein, da das Datenbank-assoziierte Konstrukt nicht nachweisbar exprimiert werden kann.  
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Ein Austausch an der Aminosäureposition 218 und das damit verbundene Einführen eines Restes mit freier Carboxyl-Gruppe in dem Cr-HKR1/Cr-HKR2-Hybridprotein (Cr-HKR2-(N-HKR1)-Rh-N218D) weist ebenfalls Expression auf, und es kann im Absorptionsspektrum eine erhöhte Absorption bei 320 nm festgestellt werden. Ob diese auf einer Änderung der Photorezeptor-Eigenschaften aufgrund der eingeführten Carboxyl(at)-Gruppe beruht, müssen zukünftige Analysen zeigen. Für das Vc-HKR2-Rhodopsin aus Volvox carteri, welches aufgrund seiner Sequenzhomologien zu Cr-HKR2 getestet wurde, kann keine heterologe Expression in 
Pichia pastoris festgestellt werden. Alle im Rahmen dieser Arbeit getesteten Konstrukte der Prasinophyceae-HKRs können erfolgreich in Pichia exprimiert werden, sichtbar an den Banden im Immunodetektions-Blot (Abb. 3.9 C). Der Os-HKR-Rhodopsinteil zeigt zudem nach Aufreinigung ein deutliches Absorptionssignal im sichtbaren Bereich des Spektrums (Os-HKR-Rh). Auch in Os-HKR hat die Verlängerung des cytoplasmatischen Proteinanteils Auswirkungen auf die Expressions- und Aufreinigungseigenschaften. So kann das Os-HKR-Gesamtkonstrukt in Pichia exprimiert werden (Os-HKR-Ges), die Bande im Western Blot ist allerdings deutlich schwächer ausgeprägt als bei der Rhodopsin-Domäne allein. Nach Aufreinigung lassen sich keine dem Os-HKR-Rhodopsin entsprechenden Absorptionssignale nachweisen (nicht gezeigt). Es war aber möglich mit dem in Detergenz (ß-DDM) solubilisierten Gesamtprotein lichtabhängige Differenzspektren aufzunehmen, die ähnlich den photoinduzierten Absorptionsänderungen des Os-HKR-Rhodopsins sind. Daher könnte eine zukünftige Aufreinigung des Gesamtproteins unter Optimierung der Bedingungen realisierbar sein. Es sind trotz des einzelnen Austausches der Aminosäuren E181 bzw. D314 durch jeweils ein Asparagin Absorptionssignale im sichtbaren Bereich des Spektrums in den Proteinproben nach Aufreinigung zu erkennen. Die Substitutionen haben wie erwartet zu Änderungen der Absorptionseigenschaften geführt. Demnach ist die Chromophorbindung auch mit nur einem der beiden Carboxylat-Reste in diesem Bereich möglich. Der Rhodopsin-Teil von Mp-HKR aus Micromonas pusilla kann nach heterologer Expression ebenfalls aufgereinigt werden und weist Absorptionsbanden im sichtbaren Wellenlängenbereich auf (Mp-HKR-Rh). Die Überführung des Rhodopsins aus der Membran in das Detergenz ist allerdings mit mehr Proteinverlust verbunden als es bei Os-HKR der Fall ist. Da durch eine Vergrößerung des cytoplasmatischen Anteils der Proteine erfahrungsgemäß die Solubilisierungseigenschaften des Proteins negativ beeinflusst wird, wurde auf die Expression eines Mp-HKR-Gesamtkonstruktes verzichtet.  
3.3.2 Heterologe Expression von HKRs in Xenopus laevi-Oozyten Mit dem Ziel der Funktionsanalyse der Gesamt-HKRs und insbesondere des Nachweises der lichtaktivierten G-Cyclase-Aktivität von Cr-HKR1 und Cr-HKR2 wurden verschiedene Konstruktvarianten in Xenopus-Oozyten mit cGMP-aktivierten Kanälen coexprimiert [166], [278]. In elektrophysiologischen Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Messungen sollte bei lichtabhängiger cGMP-Bildung als finalen Schritt der HKR-Signaltransduktionskaskade eine Öffnung der cGMP-sensitiven Kanäle registriert werden. Zunächst wurden die HKRs auf eine Expression in den Oozyten getestet als Grundvoraussetzung für eine Funktionalität. Hierfür waren die Konstrukte mit einem C-terminalen c-myc-tag versehen, der eine Immunodetektion im Western Blot ermöglicht.   
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 Abb. 3.10 Western-Blot-Nachweis der heterolog exprimierten HKRs in Xenopus laevi-Oozyten Immunodetektions-Blots (anti-myc-tag-Antikörper) der HKR-Expression (über c-terminalen myc-tag) in 
Xenopus laevi Oozyten (4-5 Tage nach mRNA-Injektion) verschiedener Cr-HKR1-Varianten und Cr-HKR1/Cr-HKR2-Hybridproteine. Es wurde jeweils die Hälfte der Membranfraktion bzw. der cytosolischen Fraktion einer Oozyte aufgetragen; A Cr-HKR1-FL: Volllängenkonstrukt von Cr-HKR1 (Aminosäuren 1-1396); B Cr-HKR1-K: verkürzte Version von Cr-HKR1 (Aminosäuren 1-1047, Ende nach Cyclase); C Cr-HKR1-Rh-HKR2: Hybridprotein aus der Cr-HKR1-Rhodopsin-Domäne (Aminosäuren 1-249) und den übrigen Domänen von Cr-HKR2 (Aminosäuren 305-973); D Cr-HKR1-HKR2-GC: Hybridprotein aus den Cr-HKR1-Rhodopsin-Histidinkinase-Receiver-Untereinheiten (Aminosäuren 1-884) und der Cyclase-Domäne von Cr-HKR2 (Aminosäuren 744-941), 
E Cr-HKR1-HKR2-AC: Hybridprotein wie D, in der HKR2-Cyclase-Domäne Aminosäure-Substitutionen E813K und C887D zur Modifikation in eine Adenylyl-Cyclase-Aktivität; F Cyclase: nur die Cr-HKR2-Cyclase (Aminosäuren 744-941) aus D (GC als Guanylyl-Cyclase) und E (AC als Adenylyl-Cyclase).   Durch die Detektion der Proteine in den Immunodetektions-Blots wird deutlich, dass eine Volllängen-Version von Cr-HKR1 (ca. 150 kDa) nicht in nachweisbarer Menge in den Oozyten exprimiert werden kann (Abb. 3.10 A). Das verkürzte Konstrukt, in welchem der lange C-Terminus nicht enthalten ist, zeigt hingegen im Western Blot ein deutliches Signal von korrekter Größe (ca. 120 kDa) in der Membranfraktion der Oozyten (Abb. 3.10 B). Nicht ausgeschlossen ist eine posttranslationale Abspaltung eines Teils des C-Terminus im Volllängen-Cr-HKR1, was einen Verlust des c-myc-tag-Signals und demnach die fehlende Detektion einer Proteinbande in entsprechender Größe zur Folge hätte. Eine Funktionalität in Form von lichtabhängiger cGMP-Produktion ist mit beiden Konstrukten nicht nachweisbar. Ein Grund für die nicht vorhandene Cyclase-Aktivität könnte in der schlecht konservierten Cyclase-Domäne von Cr-HKR1 zu suchen sein, bei der nicht sicher ist, ob eine Funktionalität gegeben ist (siehe Abschnitt 3.2.4). Daraufhin wurden Hybridproteine aus Cr-HKR1 mit der Cr-HKR2-Cyclase konstruiert und in Oozyten getestet (Abb. 3.10 D). In einem weiteren Ansatz wurde versucht, die vermeintliche Guanylyl-Cyclase-Aktivität der Cr-HKR2-Cyclase durch den Austausch der GTP-spezifischen Reste E813 und C887 in die ATP-spezifischen Aminosäuren Lysin an Position 813 und Asparaginsäure an Position 887 in eine Adenylat-Cyclase-Aktivität zu modifizieren (Abb. 3.10 E). Zusätzlich wurde die Cr-HKR2-Cyclase-Untereinheit ohne die N-terminalen, regulierenden Proteindomänen exprimiert (Abb. 3.10 F) und hinsichtlich einer basalen Cyclase-Aktivität untersucht. Die Expression der Proteine ist in den Oozyten realisierbar, und es können die 
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jeweiligen Proteinbanden der korrekten Größe in den Immunodetektions-Blots nachgewiesen werden. Banden treten allerdings im Fall der Hybridproteine sowohl in der Membran- als auch in der cytosolischen Fraktion der Oozyten auf, was darauf hinweist, dass die Membranständigkeit dieser Konstrukte möglicherweise nicht optimal ist. Es konnte auch unter Verwendung dieser Varianten keine cGMP- bzw. cAMP-Produktion in den Oozyten beobachtet werden. Die Cyclase-Domäne allein zeigte weder als cGMP- noch als cAMP-Cyclase eine nachweisbare Aktivität.  In einem weiteren Hybridprotein wurde die Rhodopsin-Domäne von Cr-HKR1 mit den restlichen HKR-Untereinheiten aus Cr-HKR2 kombiniert. Dieses Fusionsprotein hatte den Vorteil, dass die Absorptionseigenschaften der Cr-HKR1-Rhodopsin-Domäne aus dem aus Pichia aufgereinigten Protein bekannt sind, während sie für die Cr-HKR2-Photorezeptor-Domäne nicht geklärt sind. Das restliche Protein von Cr-HKR2 inkludiert die anhand seiner Sequenz denkbare Cyclase-Domäne sowie die proteininternen vorgeschalteten Signaltransduktionsuntereinheiten. Die Expression in den Oozyten lässt sich an der Bande im Immunodetektions-Blot mit der Größe von ca. 100 kDa in der Membranfraktion nachweisen. In der cytosolischen Fraktion der Oozyten sind allerdings ebenfalls Banden mit leicht verringerter Größe festzustellen, was auf die Existenz von Abbauprodukten unterschiedlichen Grades hinweisen könnte. Hinsichtlich der funktionellen Untersuchungen sind die Ergebnisse nicht eindeutig interpretierbar. Es konnten teilweise Ströme in den Oozyten gemessen werden, welche von den cGMP-aktivierten Kanälen stammen könnten (Anhang Abb. 5.2). Eine Zuordnung zu einzelnen Belichtungsbedingungen ist aufgrund fehlender zweifelsfreier Reproduzierbarkeit der Ergebnisse nicht möglich. Es zeigte sich allerdings, dass die Reaktionen in allen Fällen nicht mit Beginn der Belichtung sondern erst um mehrere Sekunden verzögert (teilweise nach dem Ende der Belichtungsphase) zu beobachten waren. Dies würde auf ein relativ langsames System hinweisen. Daher wären weitere zukünftige Untersuchungen mit diesem oder ähnlichen Konstrukten ratsam.  
 
3.4 Spektroskopische Analysen der Rhodopsin-Domäne von 
C. reinhardtii Histidinkinase-Rhodopsin 1 (Cr-HKR1) Für die spektroskopischen Analysen von Cr-HKR1 wurde die verkürzte Version des Proteins Cr-HKR1-Rh verwendet, welche nur die Rhodopsin-Domäne enthielt, da diese sich gut heterolog in 
Pichia pastoris exprimieren, aufreinigen und in Detergenz solubilisieren ließ (siehe Abschnitt 3.3.1). Der Vereinfachung halber wird im Folgenden die Bezeichnung Cr-HKR1 für das rekombinante Rhodopsin verwendet. Teile der spektroskopischen Daten für Cr-HKR1 (Ultrafast-Spektroskopie, Resonanz-Raman-Messungen bei Raumtemperatur) sowie die HPLC-Daten wurden in enger Zusammenarbeit mit Roman Fudim (AG Hegemann, HU Berlin) im Rahmen seiner Master-Arbeit generiert. 
 
3.4.1 UV/Vis-Spektroskopie an Cr-HKR1 Die aufgereinigte Probe wurde UV/Vis-spektroskopisch auf ihre grundlegenden Absorptionseigenschaften untersucht. Hierbei wurden zuerst die Unterschiede der stationären Absorptionszustände vor und nach Belichtung mit verschiedenen Leuchtdioden (LEDs) ermittelt. 
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 3.4.1.1 Rh-UV- und Rh-Bl-Form in Cr-HKR1 Das zunächst vermessene Protein wurde nicht unter Ausschluss von Tageslicht hergestellt. Die Lichtexposition der Probe wurde zwar weitgehend reduziert, dennoch wurde sie in bestimmten Phasen der Zellernte, des Zellaufschlusses und der Elution den in der Umgebung existierenden Lichtverhältnissen ausgesetzt (vgl. Abschnitt 3.4.5). Vor den jeweiligen Messungen wurde eine lange Dunkeladaptationsphase eingehalten (Stunden bis Tage), damit mögliche reversible, lichtinduzierte Prozesse wieder den Ausgangszustand erreichen konnten. Wenn nicht anders angegeben liegt das Protein in einer gepufferten Umgebung mit pH 7,4 und einem moderaten Salzgehalt von 0,1 M NaCl vor.   
 Abb. 3.11 Erstanalyse der rekombinanten Cr-HKR1-Rhodopsin-Domäne. Absorptionsspektrum der Rhodopsin-Domäne von Cr-HKR1 nach Aufreinigung im Tageslicht ohne weitere Vorbelichtung in pH 7,4 (A) und Coomassie-gefärbtes SDS-Gel (ca. 1 µg aufgereinigtes Cr-HKR1-Rhodopsin) ; M: Protein-Marker; Cr-HKR1: rekombinantes Cr-HKR1-Rhodopsin  In dem SDS-Gel erscheint das Rhodopsin als Bande bei ca. 30 kDa (Abb. 3.11 B). Es wird demnach auf dem Gel ein etwas kleineres Molekulargewicht als die errechneten 33 kDa des Rhodopsin-Konstruktes suggeriert. Nicht ganz klar ist, ob diese Abweichung auf die Laufeigenschaften des Membran-Proteins zurückzuführen ist oder ob es zu einer Abspaltung eines kleinen Teils des N-Terminus während der Expression kommt. Sollte dies der Fall sein, scheint die Funktionalität der Photorezeptor-Domäne dadurch nicht beeinträchtigt zu sein, da eine Chromophorbindung zu verzeichnen ist. Eine expressionsbedingte Verkürzung des C-Terminus scheint nicht der Grund für das Phänomen zu sein, da ansonsten eine Detektion des c-terminalen myc-tags im Western Blot (siehe Abb. 3.9 A) und die Protein-Aufreinigung über den C-terminalen Poly-Histidin-tag nicht möglich wäre. Die sehr schwachen Nebenbanden sind ebenfalls ein Hinweis darauf, dass nur wenige Verunreinigungen in der Probe nach der Aufreinigungsprozedur vorliegen. Das Absorptionsspektrum des aufgereinigten Rhodopsinteils von Cr-HKR1 besitzt ein Absorptionsmaximum bei 380 nm (Abb. 3.11 A). Die Probe zeigt ein Verhältnis der Aminosäuren- (280 nm) zu Chromphorabsorption (380 nm) von ungefähr 2:1, was auf eine zufriedenstellende Reinheit der Probe schließen lässt. Bei ca. 490 nm ist eine leichte Restabsorption zu erkennen. Ohne weiteres Zuführen von Licht bleibt das Absorptionsspektrum über einen langen Zeitraum unverändert.  
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Die Proteinlösung erscheint für das menschliche Auge nach Aufreinigung im Licht nahezu farblos (siehe auch Abb. 3.12 A), was auf dem Absorptionsmaximum der Probe im UVA-Bereich des elektromagnetischem Spektrums beruht.   
 Abb. 3.12 Stabile Absorptionszustände in Cr-HKR1. Änderung der Färbung der Proteinlösung nach UV-Licht- und Blaulicht-Belichtung (A), Absorptionsspektrum des Rh-UV- und des Rh-Bl-Zustandes von Cr-HKR1 (B), Absorptionsdifferenz für den lichtinduzierten Übergang von Rh-UV nach Rh-Bl (C) und von Rh-Bl nach Rh-UV (D) während der Belichtung (5 min) bis 60 min nach Belichtungsende.  Wird die Probe mit kurzwelligem Licht (380 nm-LED) belichtet, ändert sich das Absorptionsspektrum (Abb. 3.12 B). Es kommt zum Ausbleichen der Absorption bei 380 nm und zu einem Anstieg der Absorption bei 487 nm. Dieser Prozess ist reversibel, indem die Probe mit blauem Licht bestrahlt wird. Dementsprechend erfolgt ein Ausbleichen bei 487 nm und eine Absorptionszunahme bei 380 nm. Dies spiegelt sich auch in der Färbung der Proteinlösung wider (Abb. 3.12 A). Erscheint die Probe vor der Belichtung als nahezu farblose Lösung, ist nach Belichtung mit der UV-LED ein deutlicher Farbumschlag in eine gelbe Lösung zu erkennen. Nach erneuter Bestrahlung mit einer blauen Lichtquelle wird die Proteinprobe wieder in den farblosen Zustand zurück versetzt. Das „Hin-und Zurückschalten“ des Proteins mit den beiden geeigneten Lichtquellen ist beliebig oft wiederholbar. Es handelt sich hierbei um zwei langlebige photochemisch ineinander überführbare Zustände, welche aufgrund ihres jeweiligen Absorptionsmaximums im Folgenden als Rh-UV-Zustand (λmax= 380 nm) und als Rh-Bl-Zustand 
(λmax= 487 nm) bezeichnet werden. Das Absorptionsspektrum des Rh-UV-Zustandes besitzt eine deutliche Feinstruktur mit Schultern bei 365 nm und 400 nm, während der Rh-Bl-Zustand keine erkennbare Feinstruktur aufweist. Beide Zustände bleiben über einen langen Zeitraum, von Minuten bis zu Stunden, bei Raumtemperatur stabil und werden erst durch die photochemische Einwirkung einer geeigneten Lichtquelle quantitativ in den jeweils anderen Zustand konvertiert. Dies wird auch in den kinetischen Untersuchungen deutlich, in welchen der zeitliche Absorptionsverlauf nach Belichtung sowohl bei der Wellenlänge von 487 nm (Rh-Bl; Abb. 3.12 C) als auch bei der Wellenlänge von 380 nm (Rh-UV; Abb. 3.12 D) bis 60 min nach 
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Belichtungsende verfolgt wurde. Die infolge der Belichtung schnell erreichte Absorptionsintensität bleibt über den gesamten Zeitraum der Messungen konstant. Sehr ungewöhnlich für ein mikrobielles Rhodopsin ist die hohe Stabilität des Rh-UV-Zustandes, der mit seinem stark hypsochrom verschobenen Absorptionsmaximum an den M-Zustand der gut charakterisierten halobakteriellen Protonenpumpe Bakteriorhodopsin erinnert [76], [279]. Dieser tritt üblicherweise jedoch innerhalb des Photozyklus als stark blauverschobenes kurzlebiges Intermediat auf und weist eine deprotonierte Schiff’sche Base auf, wodurch im Wesentlichen die Blauverschiebung des Absorptionsmaximums zustande kommt [51]. Es sollte überprüft werden, ob es in sehr langen Dunkeladaptationsphasen vermehrt zur thermischen Konvertierung in einen der beiden langlebigen Zustände kommt. Hierfür wurden die Proben lichtinduziert in einen der beiden Zustände überführt, das jeweilige Ausgangsspektrum im UV/Vis-Spektrometer vermessen und die Probe für 4 Tage bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Jeden Tag wurde ein Absorptionsspektrum aufgenommen, um mögliche stattfindende Veränderungen zu dokumentieren.  
 Abb. 3.13 Dunkeldaptation von Cr-HKR1. Absorptionsspektrum des Rh-UV-Zustandes (A) und des Rh-Bl-Zustandes (B) direkt nach 480 nm bzw. 380 nm-Belichtung, nach 1 Tag Dunkeladaptation (DA) sowie nach 4 Tagen Dunkeladaptation.  Für den Rh-UV-Zustand lässt sich eine leichte Tendenz zum thermischen Übergang aus dem Rh-UV- in den Rh-Bl-Zustand nach einer eintägigen Dunkeladaptationsphase feststellen (Abb. 3.13 A). Die Absorption bei 380 nm sinkt innerhalb dieses Zeitraumes auf ca. 90 % des Ausgangswertes verbunden mit einem leichten Anstieg bei 487 nm. Das Spektrum verändert sich im weiteren Verlauf der viertägigen Dunkeladaptationsphase im Vergleich dazu nahezu nicht mehr. Der Hauptanteil der Probe (87 % der Ausgangsabsorption bei 380 nm) verbleibt im Rh-UV-Zustand. Im Fall des Rh-Bl-Zustandes lässt sich eine stärkere Tendenz zum thermischen Übergang in den Rh-UV-Zustand während der Dunkeladaptation feststellen. Nach einem Tag Dunkeladaptation besitzt die Probe noch ungefähr 80 % seiner ursprünglichen Absorptions-intensität bei 487 nm. Der Übergang nimmt im folgenden Zeitverlauf zu. Es wird ein weiterer deutlicher Anstieg des Rh-UV-Anteils verbunden mit einer Abnahme bei 487 nm auf ca. 60 % des Ausgangswertes vom ersten bis zum vierten Tag der Dunkeladaptationsphase beobachtet. Ob dieser Übergang in den Rh-UV-Zustand bei einer noch längeren Dunkeladaptation vollständig ablaufen würde, ist unklar.  
                                                                                                                                   Ergebnisse 
99  
Die Inkubationszeit bei Raumtemperatur konnte jedoch nicht beliebig ausgeweitet werden, da die Probe im Laufe der Zeit instabil wurde und somit durch den Verlust an funktionellem Protein keine zuverlässigen Spektren mehr erhalten wurden.  Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass unter den gezeigten Bedingungen der Rh-UV-Zustand der etwas stabilere der beiden langlebigen Absorptionszustände zu sein scheint, dass aber ein sehr langsamer thermischer Übergang generell in beide Richtungen ablaufen kann.  
3.4.1.2 pH-Wert Abhängigkeit von Cr-HKR1 Um den Einfluss der Protonenkonzentration in der Umgebung auf die Absorptionseigenschaften der beiden Zustände zu überprüfen, wurden Absorptionsspektren in verschiedenen pH-Werten aufgenommen. Der pH-Wert wurde hierfür zwischen pH 4,5 und pH 9 variiert.  
 Abb. 3.14 Analyse der pH-Wert-Abhängigkeit von Cr-HKR1. Absorptionsspektren von Cr-HKR1 in verschiedenen pH-Werten für den Rh-UV-Zustand (A) und den Rh-Bl-Zustand (B).  Der Rh-UV-Zustand von Cr-HKR1 weist keine Verschiebung des Absorptionsmaximums bei Änderung des pH-Wertes zwischen pH 4,5 und pH 9 auf (Abb. 3.14 A). Es liegt in allen untersuchten pH-Werten bei 380 nm. Allerdings lässt sich eine veränderte Verteilung der Feinstruktur-Intensitäten beobachten. Es kommt im Zuge einer Erhöhung der Protonenkonzentration in der Pufferumgebung zu einer Intensitätsabnahme der Feinstruktur-Schulter bei 365 nm und zu einer Intensitätszunahme der Feinstruktur-Schulter bei 400 nm. Das Absorptionsmaximum des Rh-Bl-Zustandes (Abb. 3.14 B) wird bei einer Absenkung des pH-Wertes leicht hypsochrom (-5 nm) verschoben. Die Überführung in basische Bedingungen hingegen hat im Vergleich zu neutralem pH-Wert nahezu keine sichtbaren Auswirkungen auf das Absorptionsmaximum von Rh-Bl. Das effektive lichtinduzierte Schalten zwischen Rh-UV- und Rh-Bl-Zustand ist sowohl unter sauren als auch unter alkalischen Bedingungen möglich. Beide Absorptionszustände haben auch im sauren und basischen pH-Wert eine hohe thermische Stabilität (im Stundenbereich). Es erfolgt bei sehr langer Inkubation in niedrigen pH-Werten (mehrere Tage z.B. während der Kristallisation) ein langsamer Übergang aus dem Rh-UV in den Rh-Bl-Zustand (persönliche Kommunikation Dr. M. Broser), was an der auftretenden Gelb-Orange-Färbung der zuvor farblosen Kristalle deutlich wird. Dies ist zusätzlich zu dem im 
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kurzwelligen Bereich des Spektrums positionierten Absorptionsmaximums ein Hinweis auf die deprotoniert vorliegende Schiff’sche Base des Rh-UV-Zustandes, welche unter sauren Bedingungen zur Reprotonierung in Verbindung mit einer Konvertierung zum Rh-Bl-Zustand neigen könnte.  
 
3.4.2 Transiente Absorptionsspektroskopie an Cr-HKR1 Um weitere Informationen über die lichtinduzierten Übergänge und mögliche Photointermediate zwischen den beiden stabilen Absorptionszuständen Rh-Bl und Rh-UV zu erhalten, wurden zeitaufgelöste Absorptionsmessungen nach Laseranregung des Proteins durchgeführt.   
3.4.2.1 Blitzlicht-Photolyse In den Blitzlichtphotolyse-Messungen wurde die Probe mit Hilfe einer blauen bzw. UV-LED in den jeweiligen Ausgangszustand gebracht und die Reaktion mit einem entsprechenden Laserimpuls initiiert. Pro Laserimpuls wurde jeweils das Spektrum für einen Zeitpunkt (1 µs-1 s) nach Anregung aufgenommen, die Probe wurde mit der LED wieder in den Ausgangszustand zurückbelichtet und nach erneuter Laseranregung der darauf folgende Zeitpunkt vermessen. Durch die chronologische Aneinanderreihung der einzelnen Zeitpunkte kann der gesamte Zeitverlauf der Absorptionsänderungen von 1 µs bis 1 s nach dem Laserimpuls verfolgt werden. Die Reaktionen sind als Licht-minus-Dunkel-Differenzspektren aufgetragen. 
 
a) Rh-Bl nach Rh-UV Zunächst werden die Ergebnisse für den Übergang aus dem Rh-Bl-Zustand in den Rh-UV-Zustand unter Verwendung eines blauen Laserpulses (480 nm) und einer UV-LED (380 nm) erläutert (Abb. 3.15).  
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 Abb. 3.15 Ergebnisse der Blitzlichtphotolyse an Cr-HKR1 (Rh-Bl → Rh-UV).  Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Differenzspektren (Licht-minus-Dunkel) von 1 µs bis 1 s nach der 480 nm-Laseranregung (A und B) sowie die Differenzspektren zu den Zeitpunkten t 1= 1 µs (C), t2 = 3 ms (D) und t3 = 0,3 s (E) nach Laseranregung.   Während des Überganges von Rh-Bl nach Rh-UV (Abb. 3.15) werden Absorptionsunterschiede deutlich, die auf eine Existenz von frühen Photointermediaten hindeuten. So ist schon zu Beginn der Messung (1 µs nach Anregung) eine erhöhte Absorption bei ca. 550 nm festzustellen (Abb. 3.15 C). Im Verlauf der Messung ist eine weitere leichte Rot-Verschiebung der Absorption zu einem Absorptionsmaximum bei ca. 570 nm zu erkennen (Abb. 3.15 D). Am Ende des Zeitverlaufes liegt das Absorptionsmaximum bei ca. 380 nm, welches dem Rh-UV-Zustand entspricht (Abb. 3.15 E). Zu allen Zeitpunkten ist das Ausbleichen des Grundzustandes, der 
ground state bleach (GSB), bei ca. 487 nm zu erkennen, dessen negative Amplitude mit fortlaufender zeitlicher Distanz von der Laseranregung zunimmt.  Unterzieht man diese Daten einer globalen Analyse mit dem Programm Glotaran, erhält man ein Modell für die an der Reaktion beteiligten Komponenten sowie deren ungefähren zeitlichen Verlauf (Abb. 3.16) [172]. 
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 Abb. 3.16 Ergebnisse der globalen Analyse der Blitzlichtphotolyse-Daten (Rh-Bl → Rh-UV) Errechnete evolutionsassoziierte Differenzspektren (EADS; A) und ihr zeitlicher Verlauf (B) aus der globalen Analyse für den Rh-Bl-nach-Rh-UV-Übergang in Cr-HKR1  Die globale Analyse ergibt für den Übergang von Rh-Bl nach Rh-UV die Existenz von mindestens drei zeitlichen Komponenten, denen drei evolutionsassoziierte Differenzspektren (EADS) zugeordnet werden können. Die EADS repräsentieren demnach in Annäherung die einzelnen enthaltenen spektralen Komponenten (Abb. 3.16 A). Ein erstes rotverschobenes Intermediat 
P550 (EADS1 mit λmax = 550 nm), ist zu Beginn der Messung, 1 µs nach dem Lichtimpuls, schon vollständig entwickelt und zerfällt mit einer Zeitkonstante von ca. 2,5 ms unter Bildung eines 
zweiten rotverschobenen Intermediates P570 (EADS2 mit λmax = 570 nm). Dieses P570 geht mit einer Zeitkonstante von ca. 27 ms in den diese Reaktion abschließenden Rh-UV-Zustand als dritte Komponente über (EADS3 mit λmax = 380 nm). Der Übergang von Rh-Bl nach Rh-UV weist entsprechend dieser Analysen mindestens zwei frühe rotverschobene Photointermediate auf, wie sie typischerweise in mikrobiellen Rhodopsinen vor Bildung des deprotonierten Zustandes zu finden sind [51]. So treten z.B. in der ersten Photozyklus-Hälfte von Bakteriorhodopsin (Konvertierung aus dem Grundzustand in den M-Zustand) drei frühe Intermediate in Erscheinung, die als J- (λmax = 600 nm), K- (λmax = 590 nm) und L-Zustände (λmax = 550 nm) bezeichnet worden sind [92], [170], [280]–[282]. In dieser Phase des Photozyklus findet in BR die Isomerisierung des Retinals von all-trans nach 13-cis statt und es kommt zu Reorientierungen von Aminosäure-Resten in der Retinal-Bindetasche, so dass die Deprotonierung der Schiff’schen Base im Zuge der M-Zustand-Bildung erfolgen kann. In der Rh-Bl- nach Rh-UV-Reaktion von Cr-HKR1 sind demnach Ähnlichkeiten zum BR-Photozyklus zu erkennen. Allerdings ist die zeitliche Dimension dieser Abläufe in Cr-HKR1 stark verlangsamt im Vergleich zu den Reaktionen in BR. Die Bildung des deprotonierten M-Zustandes verläuft in BR mit einer Zeitkonstante von ca. 50 µs, während der Rh-UV-Zustand in Cr-HKR1 mit einer Zeitkonstante von 27 ms gebildet wird. Darüber hinaus ist nicht klar, ob zusätzlich zu den beiden in diesem Zeitrahmen (1 µs bis 1 s) ermittelten frühen Intermediaten P550 und P570 ein weiteres Photoprodukt existiert, welches schon vor Beginn dieser Messung abgeklungen ist.       
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b) Rh-UV nach Rh-Bl Im Folgenden sind die Ergebnisse der Rh-UV-nach Rh-Bl-Konvertierung dargestellt. Zur Aufnahme der Spektren wurden ein kurzwelliger Laser-Puls (355 nm) und eine blaue LED zur Rückbelichtung verwendet.  
  Abb. 3.17 Ergebnisse der Blitzlichtphotolyse an Cr-HKR1 (Rh-UV → Rh-Bl). Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Differenzspektren (Licht-minus-Dunkel) von 1 µs bis 1 s nach der 355 nm-Laseranregung (A und B) sowie die Differenzspektren zu den Zeitpunkten t1 = 1 µs (C), t2 = 3 ms (D) und t3 = 0,3 s (E) nach Laseranregung.  Die Betrachtung der zeitaufgelösten Messungen für den Übergang aus dem Rh-UV- in den Rh-Bl-Zustand ergibt einen sehr ungewöhnlichen Verlauf im Vergleich mit den Photoreaktionen anderer Rhodopsine (Abb. 3.17). Das Differenzspektrum zu Beginn der Messung zeigt keine offensichtlichen Veränderungen der Absorptionseigenschaften im Vergleich zum Ausgangsspektrum (Abb. 3.17 C). Es sind auch im weiteren Verlauf des Überganges keine Änderungen ersichtlich bis es zum sehr deutlichen Absorptionsanstieg bei 487 nm verbunden mit dem GSB bei 380 nm kommt (Abb. 3.17 D). Diese Absorption bleibt bis zum Ende der Messung erhalten.  
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 Abb. 3.18 Ergebnisse der globalen Analyse der Blitzlichtphotolyse-Daten (Rh-UV → Rh-Bl). Errechnete EADS (A) und ihr zeitlicher Verlauf (B) aus der globalen Analyse für den Rh-UV-nach-Rh-Bl-Übergang in Cr-HKR1  Auch die globale Analyse des Rh-UV-nach-Rh-Bl-Überganges enthüllt keine zusätzlichen Intermediate (Abb. 3.18). Es existiert eine erste Komponente (EADS1), welche zu Beginn der Messung, also 1 µs nach der Laseranregung, schon vorhanden ist. Diese besitzt nahezu die gleichen Absorptionseigenschaften, wie der Ausgangszustand Rh-UV in dieser Messung. Diese erste Komponente geht in das zweite EADS über, welche ein Absorptionsmaximum bei 487 nm aufweist und demnach die Entwicklung des stabilen Rh-Bl-Zustandes repräsentiert (Abb. 3.18 A). Die Bildung des Rh-Bl-Zustandes läuft mit einer apparenten Zeitkonstante von ca. 2-2,5 ms ab (Ab. 3.18 B). Somit vollzieht sich der Übergang vom BR-M-Zustand-ähnlichen Rh-UV zum Rh-Bl-Zustand vermutlich unter Reprotonierung der Schiff’schen Base mit einer Zeitkonstante von wenigen ms in einem ähnlichen zeitlichen Rahmen, wie es für die Reprotonierungsreaktion in Bakteriorhodopsin der Fall ist. Als großer Unterschied lässt sich jedoch festhalten, dass sich im Cr-HKR1-Photozyklus keine rotverschobenen Zwischenprodukte äquivalent zum BR-N- und BR-O-Zustand in dem hier untersuchten Zeitbereich identifizieren lassen. Ob diese dennoch auftreten aber zu kurzlebig sind, um in einem sichtbaren Rahmen zu akkumulieren oder möglicherweise in einem früheren Zeitbereich (< 1 µs) liegen, ist auf Basis dieser Messung unklar. Zusätzlich könnten die leichten Absorptionsabweichungen des EADS1 von der Nullinie in diesem Modell bei 487 nm, der Hinweis auf eine zusätzlich vorhandene schnellere Zeitkonstante innerhalb dieses Überganges sein. Die in dieser Modellierung ermittelte zeitliche Komponente würde dann als apparenter Wert eine Mischung der enthaltenen Komponenten repräsentieren. Dieser Umstand wird im Zusammenhang mit der Auswertung der transienten Absorptionsspektroskopie der Cr-HKR1-Mutante D239E aufgegriffen (siehe Abschnitt 3.4.7).      
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3.4.2.2 Ultraschnelle zeitaufgelöste Absorptionsspektroskopie (Pump-Probe) Um zusätzlich Informationen über die lichtinduzierten Prozesse zu sehr frühen Zeitpunkten nach der Protein-Anregung zu erhalten, wurden ultraschnelle zeitaufgelöste Absorptionsmessungen im Pikosekunden- bis Nanosekunden-Bereich (80 fs Laserweite und 3,5 ns Verzögerungszeit der Messung) mit Hilfe eines Femtosekunden-Lasers durchgeführt. Die Messungen wurden in Kooperation mit dem Laser-Lab-Europe und der assoziierten Arbeitsgruppe von Prof. Dr. J. Kennis (VU Amsterdam) unter der experimentellen Leitung von Dr. T. Mathes durchgeführt [260]. Die Daten wurden mit Dr. T. Mathes und Prof. Dr. J. Kennis statistisch ausgewertet und interpretiert [226].  
a) Pump-Probe-Messungen für die Rh-Bl-nach-Rh-UV-Konvertierung Zunächst sollten die frühen Prozesse der Photoreaktion für den Rh-Bl-nach-Rh-UV-Übergang untersucht werden. Um ein mehrfaches Anregen der Probe durch den Laser zu vermeiden, wurde die Probenhalterung mit Hilfe eines Lissajous-Scanners dauerhaft in Bewegung gehalten. Hiermit wurde gewährleistet, dass eine bestimmte Probenregion während einer Messabfolge kein weiteres Mal angeregt werden konnte [261]. Um zusätzlich den nach der jeweiligen Einzelmessung konvertierten Teil der Probe wieder in den Ausgangszustand Rh-Bl zu versetzen und somit einer Verminderung des Differenzsignals mit zeitlicher Fortdauer der Messung entgegenzuwirken, wurde eine UV-LED als Hintergrundbelichtung verwendet [226]. Die Daten wurden mit Hilfe des Programms Glotaran einer globalen Analyse unterzogen und die enthaltenen Komponenten in Form von EADS (evolutionsassoziierte Differenzspektren) sowie deren zeitliche Entwicklungen modelliert [283].   
 Abb. 3.19 Ergebnisse der globalen Analyse der Daten aus den Pump-Probe Messungen (Rh-Bl → Rh-UV). Modellierte evolutionsassoziierte Differenzspektren (EADS) für den Übergang von Rh-Bl nach Rh-UV im Picosekunden- bis Nanosekunden-Bereich (A). Absorptionsdifferenz im Zeitverlauf bei den Wellenlängen 557 nm (B) und 720 nm (C).  
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Mit Hilfe der globalen Analyse wurden vier zeitliche Komponenten identifiziert, die eine zufriedenstellende Modellierung der Daten ermöglichten (Abb. 3.19 B und C). Diesen konnten dementsprechend vier EADS als erste Annäherung an die aufeinander folgenden beteiligten Komponentenspektren zugeordnet werden (Abb. 3.19 A). Hierbei ist das EADS1 dem initial erzeugten angeregten Zustand zuzuordnen, welches eine ESA (excited state absorption) bei ungefähr 570 nm und einen GSB (ground state bleach) bei 487 nm aufweist. Dieses zerfällt mit einer Zeitkonstante von ca. 643 fs in das zweite EADS, welches ebenfalls einen GSB bei 487 nm zeigt. Die ESA weist eine leichte Blauverschiebung nach ca. 560 nm auf und insgesamt ist eine Verringerung der Signalintensität sowohl im Bereich des GSB als auch im Bereich der ESA ver- glichen mit dem Vorgänger-EADS festzustellen. Es kann zusätzlich ein schwaches negatives Signal im Wellenlängenbereich von ca. 720 nm beobachtet werden, welches als stimulierte Emission interpretiert werden kann. Diese tritt aufgrund der in diesem Wellenlängenbereich stattfindenden Überlagerung mit der ESA nur mit geringer Amplitude in Erscheinung. Mit einer Zeitkonstante von ca. 4,5 ps geht es in das dritte EADS über, welches durch eine weitere Blauverschiebung sowohl der Absorption (555 nm) als auch des GSB (475 nm) mit einer nochmaligen Abnahme der jeweiligen Amplitude charakterisiert ist. Das finale EADS4 ist noch etwas stärker hypsochrom verschoben zu einer Absorption bei 550 nm und einem GSB bei ca. 460 nm, wobei die Amplitude beider Bereiche im Vergleich zum Vorgänger-EADS3 zunimmt. Im zeitlichen Verlauf der Absorptionsänderungen bei 557 nm (Abb. 3.19 B) kann sowohl der frühe Zerfall der ESA als auch die Bildung des finalen EADS4 mit einem Absorptionsmaximum bei 550 nm verfolgt werden. Der zeitliche Verlauf der Absorptionsdifferenz bei 720 nm (Abb. 3.19 C) verdeutlicht das Auftreten der stimulierten Emission in Form eines negativen Signals, welche durch die schnell zerfallende ESA in diesem Bereich sowohl zeitlich als auch spektral überlagert wird.   Die transienten Daten wurden mit einem Target-Modell weiterführend analysiert [226]. Mit dessen Hilfe können zusätzlich zu dem oben betrachteten rein sequenziellen Modell aus der globalen Analyse (Abb. 3.19) auch Verzweigungen des Reaktionspfades mit einberechnet werden [172]. Als Ergebnis werden daraufhin bestenfalls die „echten“ Komponentenspektren in Form von Spezies assoziierten Differenzspektren (SADS) erhalten (Abb. 3.20 B).   
 Abb. 3.20 Target-Analyse der ultraschnellen Messungen (Rh-Bl → Rh-UV). Verzweigtes Target-Modell zum Verlauf der Photoreaktionen für den Rh-Bl- nach Rh-UV-Übergang (A) und die daraus resultierenden Spezies assoziierten Differenzspektren (SADS; B) 
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Es kann ein primärer angeregter Zustand als so genannter „hot excited state“ (Rh-Bl*(hot)) identifiziert werden mit dem Absorptionsmaximum bei ca. 590 nm und dem GSB bei 487 nm, der durch schwingungsbedingte und/oder strukturelle Relaxation mit einer Zeitkonstante von 285 fs in einen zweiten angeregten Zustand (Rh-Bl*) übergeht. Dies ist mit einer Blauverschiebung der ESA zu einem Absorptionsmaximum von ungefähr 570 nm verbunden. Der zweite angeregte Zustand zerfällt mit zwei Zeitkonstanten, mit 0,6 ps und 5 ps, in ein erstes Intermediat I1, welches mit einem Absorptionsmaximum bei ca. 555 nm und einem GSB bei ca. 470 nm eine zunehmende Blauverschiebung aufweist. Mit einer Zeitkonstante von ca. 453 ps zerfällt das Intermediat I1 unter Bildung des P550-Intermediates, welches auf der zeitlichen Skala dieser Messungen (bis maximal 3,5 ns) das finale Photoprodukt darstellt. Dieses SADS hat 
mit λmax= 550 nm ein sehr ähnliches Absorptionsmaximum wie das Vorgänger-Intermediat I1 und zeigt eine weitere leichte Blauverschiebung des GSB. Das Differenzspektrum des finalen P550 besitzt eine große spektrale Übereinstimmung zu dem in der Laser-Flash-Photolyse ersten identifizierten Intermediat P550. Das P550-Intermediat könnte demnach das verbindende Element zwischen den beiden Messungen sein, welches die zeitliche Lücke, die zwischen den ultraschnellen und den Blitzlicht-Photolyse-Daten liegt (3,5 ns-1 µs) überdauert.   
b) Pump-Probe-Messungen für die Rh-UV-nach-Rh-Bl-Konvertierung Die frühen Photoreaktionen wurden auch für den Rh-UV-nach-Rh-Bl-Übergang untersucht. Hierbei interessierte besonders die Tatsache, ob in den transienten Daten der schnellen Pump-
Probe-Messungen ein zusätzliches Intermediat identifiziert werden kann, welches sich spektral deutlich vom Ausgangszustand unterscheidet. Es wurde während des Messablaufs eine blaue LED als Hintergrundbelichtung verwendet, um das Zurückschalten der Probe in den Rh-UV-Zustand zu gewährleisten. Die Rotation der Probenhalterung mit Hilfe des Lissajous-Scanners sollte auch hier die Doppelanregung einzelner Probenanteile verhindern. Aus der globalen Analyse resultieren vier zeitliche Komponenten und die damit verbundenen EADS1 bis EADS4 für den Übergang von Rh-UV nach Rh-Bl [226], welche in Annäherung die chronologisch aufeinander folgenden bzw. parallel verlaufenden spektralen Komponenten repräsentieren (Abb. 3.21 A). Das erste EADS zeichnet sich durch eine breite ESA, welche zwei Banden bei ungefähr 480 nm und 580 nm aufweist, und einen GSB bei 380 nm aus. Das EADS1 kann vermutlich dem initial vorbereiteten angeregten Zustand zugeordnet werden. Es zerfällt mit einer Zeitkonstante von ca. 365 fs unter Bildung eines zweiten EADS, dessen kurzwellige Bande leicht blauverschoben ist (zu ca. 470 nm) und eine höhere Intensität aufweist. Zwischen 500 nm und 670 nm kann hingegen ein leichter Intensitätsverlust festgestellt werden. Die Absorptions-Banden sind schmaler und distinkter ausgeprägt als in dem Vorgänger- Differenzspektrum. Das EADS2 zerfällt mit einer Zeitkonstante von 5 ps zu dem EADS3, dessen spektrale Eigenschaften sich nicht von dem Vorgänger-EADS2 unterscheiden, abgesehen von einer deutlichen Abnahme der Absorptionsintensität. Das EADS3 zeigt einen Übergang in das finale EADS4 mit einer Zeitkonstante von ungefähr 60 ps, dessen Absorptionsamplitude nahezu auf der Nulllinie verläuft mit nur geringen negativen Abweichungen im Bereich um 400 nm.  
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 Abb. 3.21 Globale Analyse der Daten aus den Pump-Probe-Messungen (Rh-UV → Rh-Bl). Modellierte evolutionsassoziierte Differenz-Spektren (EADS) für den Übergang von Rh-UV nach Rh-Bl im Picosekunden- bis Nanosekunden-Bereich (A). Absorptionsdifferenz im Zeitverlauf bei den Wellenlängen 380 nm (B), 421 nm (C und D) und 650 nm (E und F).  Die zeitliche Entwicklung des GSB ist im Absorptionsverlauf bei 380 nm (Abb. 3.21 B) und bei 400 nm (Anhang Abb. 5.3) zu beobachten. Hier wird deutlich, dass die negative Amplitude bei 380 nm im Zeitverlauf der Messung abnimmt und wieder vollständig die Nulllinie erreicht. Mit der Darstellung des zeitlichen Absorptionsverlaufes bei 421 nm (Abb. 3.21 C und D) können sowohl der deutliche GSB, welcher im weiteren Verlauf durch die Zunahme und den folgenden Zerfall der ESA überlagert wird, und abschließend das geringe Ausbleichen in diesem spektralen Bereich verfolgt werden. Der Absorptionsverlauf bei 650 nm verdeutlicht die schnelle Zunahme der rotverschobenen Bande der ESA, sowie deren dreiphasige Abnahme im Zeitverlauf der Messung. Da eine Target-Analyse für diesen transienten Datensatz des Rh-UV- nach Rh-Bl-Überganges keine statistische Verbesserung des Modells erreichte (EADS = SADS), wird auf eine Darstellung der erweiterten Analyse verzichtet.  
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Insgesamt kann der Verlauf dieses Überganges folgendermaßen interpretiert werden: Nach der Vorbereitung des angeregten Zustandes kommt es durch strukturelle und schwingungsbedingte Relaxation zu einer Blauverschiebung der ESA verbunden mit einer distinkteren Ausprägung der Banden mit einer Zeitkonstante von 365 fs. Dieser relaxierte angeregte Zustand geht bi-exponentiell mit zeitlichen Konstanten von 5 ps und 60 ps in das finale Spektrum über, welches aufgrund seiner sehr geringen Absorptionsintensität im Differenzspektrum nahezu identische Absorptionseigenschaften wie das Ausgangsspektrum des Rh-UV-Zustandes haben muss [226]. Dieses Ergebnis deckt sich mit den erhaltenen Daten aus den Blitzlicht-Photolyse-Experimenten im Mikrosekunden-bis-Sekunden-Bereich, in welchen die identifizierte Spezies vor Bildung des Rh-Bl-Zustandes spektral „silent“, d.h. im Differenzspektrum annähernd auf der Nulllinie verläuft und demnach dem Rh-UV-Zustand gleichen muss (vgl. Abschnitt 3.4.2.1.b).  Die Frage, aus welchem Grund der Photozyklus und vermutlich die damit einhergehende Isomerisierung des Retinals in Teilen der Messungen biexponentiell verläuft konnte zu diesem Zeitpunkt nicht beantwortet werden. Die folgenden Analysen bezüglich der Retinal-Konfiguration in den beiden Zuständen sollten weiteren Aufschluss über die Abläufe der Photochemie in Cr-HKR1 liefern.  
3.4.3 Analyse der Chromophorkonfiguration durch Retinalextraktion In vielen bekannten Photozyklen mikrobieller Rhodopsine konnte eine Änderung der Retinalkonformation zwischen all-trans und 13-cis als eine Voraussetzung für das funktionale Ablaufen der lichtinduzierten Prozesse festgestellt werden [284], [285]. Es sollte überprüft werden, ob auch dem Mechanismus der Rh-Bl-nach-Rh-UV-Konvertierung (und vice versa) in Cr-HKR1 eine all-trans-zu-13-cis-Isomerisierung zugrunde liegt. Hierfür wurde das Protein durch eine entsprechende Vorbelichtung in den gewünschten Absorptionszustand überführt. Die daran anschließende Retinalextraktion wurde ausschließlich unter Rotlicht und auf Eis durchgeführt, um eine nachträgliche lichtinduzierte bzw. thermische Isomerisierung des extrahierten Retinals zu vermeiden. Die Extrakte wurden mittels High Performance Liquid Chromatographie (HPLC) auf ihre Retinal-Isomerbestandteile untersucht. Vor der statistischen Auswertung wurden die Diagramme einer Basislinienkorrektur unterzogen.  
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 Abb. 3.22 HPLC-Analyse der extrahierten Retinalisomere in Cr-HKR1 ohne Hydroxylaminbehandlung. HPLC-Diagramm des extrahierten Retinals aus HKR1 (A) in Rh-UV (Rh-UV-Zustand nach Aufreinigung bei Tageslicht), in Rh-Bl (nach UV-Belichtung) und in Rh-UV-r (Rh-UV-Zustand nach Rückbelichtung aus dem Rh-Bl-Zustand). Im Säulendiagramm sind die ermittelten prozentualen Anteile der enthaltenen Retinal-Isomere für die HKR1-Zustände aufgetragen (B).  Die HPLC-Diagramme weisen verschiedene Banden auf, welche anhand ihrer Retentionszeit den Isomeren 9-cis-, 13-cis- und all-trans-Retinal zugeordnet werden können (Abb. 3.22 A). Das Integral der jeweiligen Bande wurde zur Bestimmung der prozentualen Anteile des repräsentierten Isomers berechnet (Abb. 3.22 B). Der 9-cis-Gehalt fällt mit 4-5 % in allen Proben gleichermaßen nur sehr aus und ist wahrscheinlich ein Nebenprodukt infolge der Extraktionsprozedur. Die Anteile der beiden anderen Isomere all-trans- und 13-cis-Retinal dominieren hingegen. Im Rh-UV-Zustand liegen der Anteil an all-trans-Retinal bei 56-57 % und der Anteil an 13-cis-Retinal bei 38-39 %. Hierbei ist es unerheblich, ob es sich um das dunkeladaptierte Rh-UV aus der Aufreinigung bei Tageslicht oder das durch Rückbelichtung aus dem Rh-Bl-Zustand akkumulierte Rh-UV (Rh-UV-r in Abb. 3.22) handelt, die Isomeren-Verteilung ist in beiden Ansätzen vergleichbar. Überraschenderweise ist dieses Verhältnis auch im Rh-Bl-Zustand nur wenig verändert. Der all-trans-Anteil zeigt sich leicht erhöht auf ungefähr 62 % und der 13-cis-Anteil liegt bei 32 %. Dieser geringe Unterschied und die daraus resultierende Mischung beider Isomeren in beiden Zuständen lässt sich nicht mit dem gängigen Photozyklus-Modell erklären. Nach diesen Modellen ist im protonierten Zustand hauptsächlich all-trans-Retinal gebunden, während es im Verlauf der Photoreaktion zur Konformations-änderung zum 13-cis-Retinal und der Deprotonierung der Schiff’schen Base kommt (z.B im Zuge der M-Zustand-Bildung beim Bakteriorhodopsin [182], [284]). Der verhältnismäßig hohe all-
trans-Anteil im Rh-UV-Zustand könnte eine Folge der geringen thermischen Stabilität des 13-cis-Retinals in extrahierter Form sein. Dadurch lässt sich allerdings nicht der unerwartet hohe 13-
cis-Anteil im Rh-Bl-Zustand erklären, der eigentlich die instabilere Form des Retinals darstellt. Um experimentell auszuschließen, dass diese Isomerenmischungen erst außerhalb der Proteinumgebung während der Chromophorextrakion entstanden sind, wurden die Extraktionen unter Verwendung von Hydroxylamin und die daran gebundene Bildung konformationsstabiler Retinal-Oxime wiederholt.  
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Mit dieser Methode können sowohl cis- und trans-Isomere als auch die C15=N-syn und -anti-Konfiguration unterschieden werden. Allerdings bleibt die C15=N-Konfiguration während der Extraktion nicht unbedingt stabil und das Chromatogramm spiegelt demnach nicht die Situation im Protein wider. Daher werden beide im Diagramm auftretenden C15=N-Konformere in den jeweiligen Gesamtanteil von 13-cis bzw. all-trans mit einberechnet. Als vergleichender Standard ist ein Retinalextrakt aus zuvor belichtetem bovinem Rhodopsin verwendet worden.  
 Abb. 3.23 HPLC-Analyse der extrahierten Retinalisomere in Cr-HKR1 mit Hydroxylaminbehandlung. HPLC-Diagramm des extrahierten Retinals nach Hydroxylamin-Behandlung aus Cr-HKR1 (A) in Rh-UV (Rh-UV-Zustand nach Aufreinigung bei Tageslicht), in Rh-Bl (nach UV-Belichtung) und in Rh-UV-r (Rh-UV-Zustand nach Rückbelichtung aus dem Rh-Bl-Zustand). Als Standard dient das Diagramm des extrahierten Retinals aus bovinem Rhodopsin (bRh). Im Säulendiagramm sind die ermittelten prozentualen Anteile der enthaltenen Retinal-Isomere für die HKR1-Zustände aufgetragen (B).   In allen HPLC-Diagrammen der Cr-HKR1-Extrakte sind jeweils vier deutliche Signale zu erkennen, die sich der all-trans-C15=N-syn, der all-trans-C15=N-anti, der 13-cis-C15=N-syn und der 13-cis-C15=N-anti-Konfiguration zuordnen lassen (Abb. 3.23 A). Die im Extrakt des bovinen Rhodopsins auftretenden Banden für 11-cis- und 9-cis-Retinal werden nicht beobachtet. Im Rh-UV-Zustand von Cr-HKR1 ist der Anteil des 13-cis-Retinals im Vergleich zu der zuvor erfolgten Messung ohne Hydroxylamin deutlich auf 68-70 % erhöht (Abb. 3.23 B). Der all-trans-Anteil beträgt ungefähr 30 %. Dabei ist wiederum nahezu kein Unterschied, zwischen dem dunkeladaptierten Rh-UV- und dem durch Rückbelichtung erzeugten Rh-UV-Zustand (Rh-UV-r in Abb. 3.23) festzustellen. Im Rh-Bl-Zustand steigt der Anteil des all-trans-Retinals im Vergleich zum Rh-UV auf einen Wert von ungefähr 53 %. Der 13-cis-Anteil ist mit 47 % allerdings höher als es bei der Extraktion ohne Hydroxylamin der Fall ist. So ergibt sich für den Rh-Bl-Zustand ein nahezu ausgeglichenes Verhältnis zwischen all-trans- und 13-cis-Retinal, während es im Rh-UV-Zustand bei ungefähr einem Drittel all-trans- zu zwei Drittel 13-cis-Retinal liegt. Daraus folgt, dass eine Isomerenmischung in beiden Zuständen vorliegt und der klassische Photozyklus-Weg von all-trans-Retinal mit protonierter Schiff’scher Base zum 13-cis-Retinal mit deprotonierter Schiff’scher Base für Cr-HKR1 nicht der einzige Reaktionspfad sein kann.  
Spektroskopische Analysen der Rhodopsin-Domäne von C. reinhardtii Histidinkinase-Rhodopsin 1 (Cr-HKR1) 
112  
Eine Isomerenmischung aus all-trans-C15=N-anti und 13-cis-C15=N-syn wurde beispielsweise auch im dunkeladaptierten Bakteriorhodopsin festgestellt [111], [113], [285]. Diese beiden Isomere haben eine ähnliche räumliche Geometrie und können demzufolge in einigen mikrobiellen Rhodopsinen beide im Protein gebunden vorliegen. Eine analoge Wechselwirkung jeder Retinal-Form mit den umliegenden Aminosäureseitenketten könnte im Fall von Cr-HKR1 dazu führen, dass jeder der beiden stabilen Absorptionszustände aus jeweils zwei sehr ähnlichen Spektren zusammengesetzt ist, die aus der Bindung der verschiedenen Retinalspezies resultieren. Dieser Vermutung wird in den folgenden Abschnitten nachgegangen.  
3.4.4 Initialer Dunkelzustand Rh-D Die bisherigen Analysen zeigten, dass Cr-HKR1 lichtabhängig zwischen den beiden Zuständen Rh-Bl und Rh-UV konvertiert werden kann, welche unter neutralen pH-Bedingungen nahezu vollständig thermisch stabil sind. Diese Tatsache führt zu der Frage, ob der experimentell bedingte Lichteinfluss während der Proteinaufreinigung einen Einfluss auf den primär eingenommenen Absorptions-Zustand des heterolog produzierten Proteins nimmt. Auch das Verhältnis der gebundenen Retinal-Isomere könnte durch die Lichteinwirkung verändert werden, wie es beispielsweise im BR der Fall ist [111]. Aus diesem Grund wurden die Prozesse der heterologen Expression und Proteinaufreinigung unter Ausschluss von Tages- bzw. Weißlicht wiederholt. Vor der Aufnahme des ersten Spektrums war die Probe ausschließlich schwachem Rotlicht als Lichtquelle ausgesetzt. Die Probe wurde zunächst UV/Vis-spektroskopisch untersucht.  
 Abb. 3.24 Der initiale Dunkelzustand von Cr-HKR1. Vergleich der Absorptionsspektren des initialen Dunkelzustandes Rh-D und des lichtinduzierten Blauzustandes Rh-Bl in Cr-HKR1. Rh-D und Rh-Bl zeigen Unterschiede bezüglich der Absorptionsintensität (A) sowie des Absorptionsmaximums (B). Das Zellpellet der im Dunkeln inkubierten Pichia-Expressionskultur zeigt eine deutliche rötliche Färbung (C).  Als offensichtlichsten Unterschied zur Aufreinigung bei Tageslicht liegt das Protein nach Präparation unter schwachem Rotlicht nicht im Rh-UV-Zustand vor. Im Gegensatz dazu weist es ein Absorptionsmaximum bei 491 nm auf, welches nahezu dem Maximum des Rh-Bl-Zustandes entspricht (Abb. 3.24). Konsistent mit der erhöhten Absorption im sichtbaren Bereich des Lichtspektrums des unter Rotlicht präparierten Proteins, zeigen die im Dunkeln Cr-HKR1-exprimierenden Pichia-Zellen eine deutliche rötliche Färbung (Abb. 3.24 C).  
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Diese geht unter Tages/Weißlichteinfluss verloren. Abweichend zum lichtinduziert gebildeten Rh-Bl-Zustand ist die Absorption dieses initialen Dunkelzustandes, im Folgenden als Rh-D-Zustand bezeichnet, um ca. 4 nm bathochrom verschoben (Abb. 3.24 B Ausschnitt II). Zusätzlich zeigt der Rh-D-Zustand eine höhere Absorptionsamplitude als der Rh-Bl-Zustand (Abb. 3.24 A Ausschnitt I). Diese Merkmale sind ein Hinweis darauf, dass die Lichteinwirkung während der Aufreinigung entscheidend für die initial engenomme Absorptionsform des Proteins ist. Da Tageslicht und künstliches Weißlicht im spektralen Absorptionsbereich des Rh-D bzw. Rh-Bl-Zustandes liegen, kann davon ausgegangen werden, dass die Anreicherung des Rh-UV-Zustandes unter Lichtpräparation begünstigt ist (Vgl. Abschnitt 3.4.1). Vermutlich wird das Protein in der Expressionskultur im Dunkeln unter Zugabe von all-trans-Retinal als Rh-D-Zustand gebildet und unter normalem Umgebungslicht in den Rh-UV-Zustand überführt. Bei ausschließlich langwelligem Rotlichteinfluss fehlt die Proteinanregung im blauen Bereich des Spektrums und die Probe verbleibt im Rh-D-Zustand.  Die leichten Abweichungen der spektroskopischen Eigenschaften zwischen Rh-D- und Rh-Bl-Zustand müssen durch verschiedene Resultate infolge des Umschaltprozesses (zwischen Rh-Bl und Rh-UV) verursacht sein. Ein Grund könnte das bereits erwähnte, veränderte Verhältnis der gebundenen Retinal-Isomere sein. Die Zugabe von reinem all-trans-Retinal zu der Expressionskultur, die leichte Erhöhung der Absorptionsintensität und das in den langwelligen Bereich verschobene Absorptionsmaximum von Rh-D im Vergleich zu Rh-Bl legt die Vermutung nahe, dass in Rh-D ein höherer all-trans-Anteil gebunden vorliegt als es im Rh-Bl-Zustand der 
Fall ist. Im Einklang damit stehen der höhere Extinktionskoeffizient sowie die größere π-Elektronen-Delokalisation von all-trans-Retinal im Vergleich zum 13-cis-Retinal, womit sich die beschriebenen Differenzen erklären lassen. Um eine Vorstellung über die Absorption eines reinen 13-cis-Spektrums zu bekommen, wurde ein gewichtetes Differenzspektrum (Rh-Bl-Spektrum minus 50 % des Rh-D-Spektrums) gebildet. Die Gewichtung wurde aufgrund der Retinalextraktionsexperimente gewählt, welche einen fast 50 %-igen Anteil beider Isomere im Rh-Bl-Zustand ergab (siehe Abb. 3.23).  
 Abb. 3.25 Spektrale Abweichungen der Rh-Bl-Formen in Cr-HKR1. Vergleich des gewichteten Rh-Bl-minus-Rh-D-Differenzspektrums (0,5*Rh-D) mit den Absorptionsspektren des Rh-D- und des Rh-Bl-Zustandes   
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Das gebildete Rh-Bl-minus-Rh-D-Differenzspektrum besitzt ein leicht blauverschobenes Absorptionsmaximum bei 485 nm im Vergleich zum Rh-Bl-Zustand (λmax= 487 nm) und zum Rh-D-Zustand (λmax= 491 nm). Durch die Differenzbildung ist das Spektrum weniger stark in Richtung höherer Wellenlängen verbreitert als es beim Rh-Bl-Spektrum der Fall ist. Wenn also der Rh-D-Zustand aus Molekülen mit überwiegender all-trans-Retinal-Bindung besteht und das Differenzspektrum die Absorption der Moleküle mit überwiegender 13-cis-Retinal-Bindung repräsentiert, so ergibt sich eine Abweichung der beiden reinen Absorptions-Formen Rh-Blcis und Rh-Bltrans von ca. 6 nm bezüglich ihrer Absorptionsmaxima (Abb. 3.25). Aus diesen Erkenntnissen entwickelte sich die Frage, ob der initiale Dunkelzustand Rh-D durch langfristige Dunkeladaptation des Rh-Bl-Zustandes regeneriert werden kann. Hierzu wurde äquivalent zu Abschnitt 3.4.1 die Rh-D-Probe zu festgelegten Zeitpunkten nach einer Dunkelinkubation bei Raumtemperatur (1 bis 4 Tage) im UV/Vis-Spektrometer vermessen und mit entsprechend behandelten Rh-Bl-Proben verglichen.  
 Abb. 3.26 Absorptionsspektren von Rh-D und Rh-Bl nach Langzeitinkubation bei Raumtemperatur. Thermische Langzeitreaktionen für Rh-D bei RT im Dunkeln (A), Vergleich der thermischen Veränderungen der Spektren von Rh-D und Rh-Bl nach einem Tag Dunkeladaptation (DA) bei RT (B) sowie nach vier Tagen DA bei RT (C).  Während einer Langzeitinkubation des Rh-D-Zustandes bei Raumtemperatur, kann auch hier ein langsamer thermischer Übergang in den Rh-UV-Zustand festgestellt werden (Abb. 3.26 A). Nach einem Tag Lagerung bei Raumtemperatur im Dunkeln sinkt die Absorptionsintensität bei 491 nm auf einen Wert von 87 % der Ausgangsamplitude. Nach einer viertätigen Inkubation unter gleichen Bedingungen ist eine Abnahme auf 60 % des Ausgangswertes festzustellen. Die thermische Stabilität des Rh-D-Zustandes ist demnach vergleichbar zu der des Rh-Bl-Zustandes (vgl. Abschnitt 3.4.1). Die leicht erhöhte Absorptionsintensität des Rh-D-Spektrums im direkten Vergleich von Rh-D und Rh-Bl nach entsprechender Raumtemperaturinkubation ist vermutlich auf den höheren Wert für den Extinktionskoeffizienten infolge des größeren all-trans-Anteils in Rh-D zurückzuführen (Abb. 3.26 B und C).  
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Gleichzeitig bleibt sowohl nach der eintägigen als auch nach der viertägigen Dunkel-adaptationsphase der Unterschied bezüglich der Lage des Absorptionsmaximums zwischen Rh-Bl (487 nm) und Rh-D (491 nm) bestehen. Es kann also nicht von einer langsamen thermischen Rückkehr in den Rh-D-Zustand aus dem Rh-Bl-Zustand ausgegangen werden.  Verbunden mit den existierenden Unterschieden zwischen dem Rh-D- und dem Rh-Bl-Zustand sind Abweichungen auch in den daraus generierten Rh-UV-Zuständen zu finden. Die Eigenschaften des Rh-UV-Spektrums sind abhängig von dem jeweiligen Ausgangszustand und der Wellenlänge des verwendeten Lichtes. Für die Interpretation der Ergebnnisse muss berücksichtigt werden, dass bei der Konvertierung der Probe im UV/Vis-Spektrometer relativ lange Belichtungszeiten (30-60 s) verwendet wurden, um den gesamten Probenanteil zu konvertieren. Dadurch ließ sich in den steady-state Messungen eine sekundäre Anregung von Probenanteilen nicht ausschließen.  
 
 Abb. 3.27 Belichtungsabhängige Rh-UV-Bildung mit Rh-D und Rh-Bl als Ausgangsform. Konvertierung von Rh-D (A-C) und Rh-Bl (D-F) in Rh-UV mit einer langwelligen Lichtquelle (lwl; 580 nm) und einer kurzwelligen Lichtquelle (kwl; 450 nm)  Es wurde zur Konvertierung des Proteins in den Rh-UV-Zustand zwischen einer Belichtung des Rh-D- bzw. des Rh-Bl-Zustandes mit langwelligem Licht und kurzwelligem Licht variiert (siehe auch Anhang Abb. 5.4). Als langwellige Lichtquelle (lwl) wurde eine 550 nm oder 580 nm-LED verwendet, welche nur im langwelligen Bereich des Rh-D/Rh-Bl-Zustandes einstrahlt und auf den gebildeten Rh-UV-Zustand keinen Einfluss nehmen kann. Als kurzwellige Lichtquelle (kwl) wurde eine 450 nm-LED verwendet, deren Emission stärker mit dem Absorptionsbereich des Rh-UV-Spektrums überlappt.  Bei der lichtinduzierten Konvertierung des Rh-D-Zustandes, ist kein lichtquellenabhängiger Unterschied der Rh-UV-Absorptionsspektren zu erkennen (Abb. 3.27 A-C). Das gebildete Rh-UV-Spektrum zeigt nahezu keine Abweichung. Es ist demnach nicht entscheidend, ob es aus der Verwendung einer langwelligen oder einer kurzwelligen Lichtquelle resultiert.  
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Anders ist die Situation nach Konvertierung des Rh-Bl-Zustandes. Hier ergibt die Verwendung von langwelligem Licht einen Rh-UV-Zustand, der nachfolgend als Rh-UV2 bezeichnet werden soll und deutliche Abweichungen zu dem zuvor beobachteten Rh-UV-Absorptionsspektrum aufweist (Abb. 3.27 D). Unter Belichtung des Rh-Bl-Zustandes mit einer kurzwelligen Lichtquelle wird hingegen das bisher beobachtete Rh-UV-Spektrum gebildet (Abb. 3.27 E), welches im Folgenden Rh-UV1 genannt wird. Im direkten Vergleich der beiden Rh-UV-Spektren kann besonders eine Änderung der Feinstrukturmerkmale festgestellt werden (Abb. 3.27 F). Die Feinstrukturschultern nehmen in beiden Rh-UV-Zuständen ungefähr die gleichen Wellenlängen-Positionen ein, zeigen jedoch deutliche Unterschiede in ihrer Ausprägung. So ergibt sich in Rh-UV2 eine höhere Intensität der langwelligen Schulter bei 400 nm und eine geringere Absorptionsintensität der kurzwelligen Schulter bei 365 nm im Vergleich zu Rh-UV1. Die gesamte Rh-UV2-Absorption ist leicht in den langwelligen Bereich ausgeweitet.  In Rh-D wird aufgrund der bisherigen Ergebnisse all-trans-Retinal als hauptsächlich gebundenen Chromophor angenommen. Bei einer Konvertierung in den Rh-UV-Zustand kommt es dabei vermutlich zu dem überwiegend 13-cis-Retinal-bindenden Rh-UV1-Zustand, durch die lichtbedingte Isomerisierung in dieser Hälfte des Photozyklus, unabhängig von der Wellenlänge des einstrahlenden Lichtes. Da in Rh-Bl von einer Mischung zwei verschiedener Retinalspezies ausgegangen wird, kann auch in dem aus Rh-Bl gebildetem Rh-UV-Zustand eine Mischung aus verschiedenen Spezies angenommen werden, da keine erhebliche Restabsorption im Rh-Bl-Bereich nach langwelliger Belichtung bestehen bleibt und demnach beide Spezies in den Rh-UV-Zustand überführt werden. Die Mischung als Folge des erhöhten all-trans-Anteils, muss in der nach langwelliger Belichtung gebildeten Rh-UV2-Form stärker ausgeprägt sein, da nur so der deutliche Unterschied zum Rh-UV1 zu erklären ist. Um das Rh-UV2-Spektrum von Rh-UV1-Resten bzw. übereinstimmenden Anteilen mit der Rh-UV1-Form zu bereinigen, wurde die gewichtete Differenz der beiden Absorptionsspezies gebildet (Rh-UV2 minus 0,5*Rh-UV1, Abschätzung aufgrund der Ergebnisse in der Retinalextraktion für den Rh-Bl-Zustand).  
 Abb. 3.28 Spektrale Abweichungen der Rh-UV-Formen von Cr-HKR1. Gewichtetes Differenzspektrum (A) von Rh-UV2 minus 0,5*Rh-UV1 und Vergleich des Differenzspektrums (Diff.) mit den gemessenen Rh-UV1- und Rh-UV2-Zuständen (B).  
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Die Differenzbildung aus den beiden Rh-UV-Absorptionsformen resultiert in einer starken Veränderung des Absorptionsspektrums. Es wird ein in der Rh-UV2-Form enthaltenes Spektrum enthüllt, welches ein ähnliches Absorptionsbanden- bzw. Feinstrukturmuster wie die Rh-UV1-Form aufweist, allerdings ist das gesamte Spektrum um ca. 15 nm bathochrom verschoben (Abb. 3.28). Das Absorptionsmaximum liegt bei 395 nm mit der niedrigfrequenten Schulter bei 380 nm und der hochfrequenten Schulter bei 415 nm. Diese Verteilung erklärt die intermediäre Absorptionsausprägung der Rh-UV2-Form, welche vermutlich eine nahezu gleichwertige Mischung dieser beiden Spektren inkludiert.  Demnach basiert das Auftreten der abweichenden Rh-UV-Formen mit großer Wahrscheinlichkeit auf einer Bindung der verschiedenen Retinal-Isomere. So stellt das hypsochrome Rh-UV-Spektrum mit dem Absorptionsmaximum bei 380 nm die 13-cis-Retinal-bindende Rh-UV13-cis-Form dar, während das bathochrome Rh-UV-Spektrum, mit dem Absorptionsmaximum bei 395 nm aus der all-trans-Retinal-bindenden Rh-UVall-trans-Form resultiert. Während in der Rh-UV1-Form überwiegend Rh-UV13-cis vorliegt, kann in der Rh-UV2-Form von einer fast gleichteiligen Mischung aus Rh-UV13-cis und Rh-UVall-trans ausgegangen werden. Die deutliche bathochrome Absorptionsverschiebung der Rh-UVtrans-Form wird erst durch die Bildung des Differenzspektrums klar ersichtlich. Ein reines Rh-UVtrans-Spektrum kann in den hier durchgeführten Experimenten durch Belichtung nicht erzeugt werden.  Die differenzierte Bildung von Rh-UV1 und Rh-UV2 ist wahrscheinlich auf die Isomerenmischung im Rh-Bl-Zustand in Kombination mit sekundären photochemischen Effekten durch die langen Belichtungszeiten in den UV/Vis-spektroskopischen Messungen zurückzuführen. Dies konnte experimentell nachgewiesen werden, indem die Rh-UV2-Form mit kurzwelligem Blaulicht belichtet wurde. In der Folge ist ein Übergang in die Rh-UV1-Absorptionsform zu beobachten (Abb. 3.29).  
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3.4.5 Resonanz-Raman-Spektroskopie an Cr-HKR1 Die bisher erlangten Ergebnisse und Vermutungen hinsichtlich der Chromophor-Konfiguration in den verschiedenen Zuständen von Cr-HKR1 sollten durch weiterführende Analysen vervollständigt und bestätigt werden. Um die trotz der Verwendung von Hydroxylamin bestehenden Unsicherheiten bezüglich der Verlässlichkeit der Retinalextraktion auszuräumen, wurden ergänzende Untersuchungen der Retinal-Konfiguration mit Hilfe der Resonanz-Raman-(RR)-Spektroskopie durchgeführt. Durch die Auswertung der RR-Messungen erhält man Aussagen über die Struktur und allgemeinen Eigenschaften des Chromophors. Die selektive Verstärkung der Chromphor-Schwingungsmoden über die Protein-Umgebung erlaubt eine präzise strukturelle Aufklärung bezüglich der Konfiguration, der Konformation und des Protonierungszustandes des Retinals einer bestimmten Absorptionsform. Für die ausführliche Beschreibung der RR-Theorie und des experimentellen Aufbaus wird auf die zahlreichen Arbeiten in der Literatur hingewiesen [173] [286]. Zum Vergleich werden RR Spektren anderer Rhodopsine mit bereits bekannten Strukturen herangezogen. Alle RR-Messungen wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. P. Hildebrandt an der Technischen Universität Berlin durchgeführt. Die RR-Spektren wurden unter der experimentellen Leitung von Dr. Sara Bruun und Anke Keidel aufgenommen. Die Spektren wurden in enger Zusammenarbeit mit der AG Hildebrandt ausgewertet und diskutiert.  
3.4.5.1 RR-Messungen am Rh-Bl-Zustand und am Rh-D-Zustand von Cr-HKR1 Zunächst wurde der Rh-Bl-Zustand bei Raumtemperatur mit einem 514 nm-Laser vermessen. Die lichtinduzierte Schaltbarkeit des Proteins hatte die Folge, dass die messbedingte Dauerbelichtung des Proteins ein Ausbleichen des Rh-Bl-Zustandes in den Rh-UV-Zustand nach sich zog. Um diesem Umstand entgegenzuwirken, wurde eine kontinuierliche Hintergrund-belichtung mit einer kurzwelligen (380 nm) Lichtquelle appliziert, welche das Protein sofort wieder in den Rh-Bl-Zustand konvertieren und somit photochemisch stabilisieren sollte. Das RR-Bandenmuster des Cr-HKR1-Rh-Bl-Zustandes (Abb. 3.30) lässt die charakteristischen Merkmale von Retinalproteinen erkennen. Besonders treten darin die Regionen um 1006 cm-1 (C-CH3-rocking-Mode), zwischen 1100 cm-1 und 1400 cm-1 (fingerprint-Bereich) und die prominente Bande bei 1539 cm-1 (C=C-Streckschwingungs-Bereich) hervor. Es konnte in vergangenen Untersuchungen gezeigt werden, dass eine negativ lineare Abhängigkeit zwischen den Frequenzen der C=C-Streckschwingungsmoden und dem Absorptionsmaximum des vermessenen Zustandes existiert [180]. Die starke Verbreiterung der Bande im C=C-Bereich des Spektrums könnte die aus den vorherigen Analysen vermutete Isomerenmischung des Rh-Bl-Zustandes bestätigen und die Thematik wird mit Hilfe von Abbildung 3.31 weiterführend ausgewertet. Als wichtiges Charakteristikum bezüglich des Protonierungszustandes der Schiff’schen Base sind die hochfrequenten C=N-Streckschwingungen bei 1633 cm-1 und  1652 cm-1 sowie die N-H-in plane (ip) rocking/Schaukelschwingung bei 1332 cm-1 zu beobach-ten. Die Existenz der C=N-Doppelbande bei 1633/1652 cm-1 unterstützt ebenfalls die Hypothese für das Vorliegen eines Isomerengemisches in dem vermessenen Zustand, da die Frequenz dieser Banden durch die spezifischen Kopplungseffekte der C=N-Streckschwingungsmoden und der N-H-ip-Schwingungsmoden bestimmt werden [138], [181], [287].   
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 Abb. 3.30 Resonanz-Raman-Analyse des Rh-Bl-Zustandes von Cr-HKR1 bei Raumtemperatur I. RR-Spektren des Rh-Bl-Zustandes bei Raumtemperatur (293 K und 514 nm Laser, 1 mW) in H2O und D2O unter Hintergrundbelichtung (380 nm-LED)  Die Messung von Cr-HKR1 in D2O erwies sich als schwierig, da ein Großteil des Proteins schon während der Prozedur des Pufferaustausches ausfiel und seine Photoaktivität verlor. Dadurch sind die Messqualität und das damit verbundene Signal-zu-Rauschen-Verhältnis schlechter als in der H2O-Messung. Die hauptsächlichen Signale zeichnen sich dennoch ab. Da ein H/D-Austausch deutliche, konformationsspezifische Isotopeneffekte im Bandenmuster nach sich zieht, können daraus wichtige Informationen gewonnen werden. Besonders betroffen von diesen Auswirkungen ist der C=N-Streckschwingungsbereich. Dort wird das H/D-induzierte Verschwinden der Banden bei 1633 cm-1 und bei 1652 cm-1 verbunden mit dem Auftreten einer neuen Bande bei 1624 cm-1 beobachtet. Dieser Effekt beruht auf der isotopenbedingten Verschiebung der C=N-Banden, welcher nur in Zuständen mit einer protonierten Schiff’schen Base auftritt [288], [289]. In diesem Fall werden die C=N(+)-H-Banden von 1633 cm-1 und von 1652 cm-1 infolge des H/D-Austausches nach 1624 cm-1 als C=N(+)-D-Banden verschoben. Begründet ist diese Verschiebung durch die Entkopplung der C=N-Koordinate von der N-H-in 
plane (ip) bending/Biegekoordinate, da eine Kopplung mit der N-D-ip-Koordinate nicht mehr gegeben ist. Als weitere H/D-Auswirkungen werden das Verschwinden der Bande bei 1332 cm-1 und das Auftreten der Bande bei 983 cm-1 deutlich. Dies ist charakteristisch für die N-H-in-
plane (ip) rocking/Schaukelschwingung, welche durch den H/D-Austausch stark zu niedrigen Frequenzen verschoben wird [114], [115], [290]. Beide H/D-induzierten-Reaktionen sind der Nachweis für das Vorliegen einer protonierten Schiff’schen Base im Rh-Bl-Zustand. Die Änderungen infolge des H/D-Austausch betreffen auch weitere Regionen des Spektrums, diese werden jedoch im Zuge der genaueren Betrachtung der einzelnen Bereiche (Ausschnitte I-III) ausgewertet.  
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Um die vorliegende Chromophor-Konformation aufzuklären, wurden gründliche Untersuchungen der charakteristischen Spektralbereiche der C-C-(fingerprint)-Region, der C=C-Streckschwingungsregion und der C=N-Streckschwingungsregion angeschlossen (Abb. 3.31).    
 Abb. 3.31 Resonanz-Raman-Analyse des Rh-Bl-Zustandes von Cr-HKR1 bei Raumtemperatur II. Vergrößerte Darstellungen der C-C-Region (I: A), der C=C-Region (II: B) und der C=N-Region (III: C) aus den Raumtemperatur-RR-Spektren des Rh-Bl-Zustandes von Cr-HKR1 in H2O und D2O aus Abbildung 3.30.  Besonders die C-C-Streckschwingungsregion (Abb. 3.31 Ausschnitt I; A) zwischen 1100 cm-1 und 1300 cm-1 lässt aufgrund ihres Bandenmusters Aussagen über die enthaltenen Retinalisomere zu. In diesem Bereich sind im Rh-Bl-Zustand eine Vielzahl an Signalen vorzufinden. Diese deuten, beruhend auf Vergleichen mit den exakten Bandenzuordnungen von Bakteriorhodopsin im lichtadaptierten und dunkeladaptierten Dunkelzustand [114], [115], auf die Anwesenheit von sowohl all-trans-Retinal als auch 13-cis-Retinal hin. So können die all-
trans-assoziierten Schwingungsmoden den Banden bei ca. 1161 cm-1 (C10-C11), bei 1198 cm-1 (C14-C15), bei 1207 cm-1 (C8-C9) und bei 1246 cm-1 (C12-C13) zugeordnet werden. Die schwache Bande bei 1131 cm-1, repräsentiert eine Cyclohexen-Ring-Schwingung des all-trans-Retinals. Die charakteristischen Signale für die Schwingungsmoden des 13-cis-Retinals sind bei 1169 cm-1 (C14-C15), bei 1182 cm-1 (C10-C11) und bei ca. 1198 cm-1 (C8-C9) überschneidend mit der C14-C15-Mode des all-trans-Retinals zu beobachten.  Die Deuterierung der Schiff’schen Base führt grundsätzlich besonders bei protonierten Retinalspezies mit einer C15=N-syn-Konfiguration zu sichtbaren Veränderungen im Bandenmuster der C-C-Region, während solche mit einer C15=N-anti-Konfiguration nur wenig beeinflusst werden [115], [291]. So können durch den H/D-Austausch wichtige Informationen bezüglich der C15=N-Konfiguration erhalten werden. Die geringe H/D-Sensitivität der Bandenpositionen die der Rh-Bl-all-trans-Komponente in Cr-HKR1 zugeordnet wurden, spricht für das Vorliegen einer C15=N-anti-Konformation. Somit kann für den Rh-Bl-all-trans-Anteil ein all-trans-15-anti-Retinal wie im lichtadaptierten Dunkelzustand des BR angenommen werden. Die Rh-Bl-13-cis-assoziierten Banden sind nach H/D-Austausch dagegen nicht mehr eindeutig zu identifizieren. Diese beobachteten Veränderungen können nicht mit den gängigen H/D-induzierten Bandenverschiebungen einer C15=N-syn-Konfiguration erklärt werden. Besonders das Fehlen der 13-cis-kennzeichnenden C10-C11-Mode (bei 1182 cm-1 in H2O) ist ein Zeichen dafür, dass es zu einer D2O-bedingten Abnahme des 13-cis-Anteils kommt.  
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Der Grund für die Verschiebung des Isomerenverhältnisses in Rh-Bl zu einem überwiegenden Anteil an all-trans-Retinal und die damit verbundene Verminderung des Rh-Bl-13-cis-Anteils durch die Deuterierung der Schiff’schen Base ist unklar. Aufgrund dieses Umstandes kann über die C15=N-Konfiguration der Rh-Bl-13-cis-Komponente keine Aussage getroffen werden. Äquivalent zu anderen Rhodopsinen (z.B. BR im dunkeladaptierten Dunkelzustand) kann man aufgrund ihrer ähnlichen Eigenschaften eine Mischung aus all-trans-C15=N-anti-Retinal und 13-
cis-C15=N-syn-Retinal im Rh-Bl-Zustand vermuten. Nach H/D-Austausch wäre für die 13-cis-C15=N-syn-Komponente eine charakteristische isotopenbasierte Verschiebung von > 40 cm-1 der C14-C15-Streckschwingung (1169 cm-1 bei Cr-HKR1) zu höheren Frequenzen [115] zu erwarten. Aufgrund des Verschwindens nachweisbarer Rh-Bl-13-cis-Signale in D2O kann dies hier nicht abschließend bestätigt werden.  Die genaue Betrachtung der zwischen 1500 cm-1 und 1600 cm-1 gelegenen C=C-
Streckschwingungsregion (Abb. 3.31 B) stützt die aus der Analyse des C-C-Bereiches getroffenen Vermutungen. Die C=C-Region des Spektrums für den Rh-Bl-Zustand (Abb. 3.31 D) zeichnet sich durch die Existenz einer sehr breiten Bande aus, was für die Überlagerung verschiedener Schwingungsmoden spricht. Besonders ausgeprägt ist diese Verbreiterung in H2O (Abb. 3.31 E). Es lässt sich ein Maximum bei 1540 cm-1 mit einer sehr deutlichen hochfrequenten Schulter bei 1555 cm-1 feststellen. Durch theoretische Berechnungen lassen sich die Bandenmuster der einzelnen strukturell verschiedenen Retinalisomere aufteilen und zuordnen. Diese Einteilung beruht auf der Existenz der stark ramanaktiven in-phase- sowie der schwach ramanaktiven out-of-phase-Schwingungsmode des Polyens für jeden Isomer. Die jeweiligen in-
phase- und out-of-phase-Moden unterscheiden sich deutlich hinsichtlich ihrer Schwingungs-frequenz und Intensität [138], [287]. Für jedes vorhandene Retinal-Isomer werden aufgrund dieser Tatsache je zwei C=C-Moden angenommen, welche in der C=C-Streckschwingungsregion identifiziert werden können.  Die Schwingungsfrequenzen der einzelnen C=C-Moden lassen sich anhand dieser Daten nur vorläufig abschätzen. Es kann zwischen 1540 cm-1 und 1545 cm-1 die intensive in-phase-Mode der all-trans-Konfiguration des Rh-Bl-Zustandes vermutet werden. Im Fall von all-trans-Retinal liegt die out-of-phase-Mode im Vergleich zur in-phase-Mode zu höheren Frequenzen verschoben. Sie weist grundsätzlich in den RR-Messungen eine geringere Intensität auf. Daher kann eine Positionierung der out-of-phase-Mode im Bereich zwischen 1555 cm-1 und 1560 cm-1 angenommen werden, wo es wahrscheinlich zu Überschneidungen mit der 13-cis-Komponente kommt. Die intensive in-phase-Mode der 13-cis-Konfiguration bildet den Hauptanteil der hochfrequenten Schulter bei 1555 cm-1. Im 13-cis-Retinal ist das Frequenzverhältnis von in-
phase- und out-of-phase-Mode zueinander umgekehrt. Hier ist die out-of-phase-Mode niederfrequent verschoben. Sie liegt im Fall von Rh-Bl-13-cis vermutlich in einem Bereich zwischen 1535 cm-1 und 1540 cm-1, so dass es zu Überschneidungen mit der in-phase-Komponente der all-trans-Konfiguration kommt. Die Verkürzung des konjugierten π-Elektronen-Systems führt zu der beobachteten Blauverschiebung des Absorptionsmaximums der 13-cis-Komponente im Vergleich zur all-trans-Komponente (siehe Abb. 3.25; [292]). Dies spiegelt sich auch in der leicht erhöhten Schwingungsfrequenz der 13-cis-in-phase-Mode (ca. 1555 cm-1) im Vergleich zur all-trans-in-phase-Mode (1540-1545 cm-1) wider, welche umgekehrt proportional mit dem Absorptionsmaximum korreliert. Nach H/D-Austausch zeigt sich der C=C-Bereich schmaler, die in H2O vorhandene deutliche Schulter bei 1555 cm-1, die hauptsächlich der 13-cis-in-phase-Schwingungsmode zugeschrieben wurde, ist nicht festzustellen. Das weist zusammen mit der Analyse der C-C-Streckschwingungsregion darauf hin, dass der Rh-Bl-Zustand in D2O vermutlich überwiegend all-trans-Retinal gebunden hat.  
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Daher kann die all-trans-in-phase-Mode nach H/D-Austausch bei ungefähr 1546 cm-1, dem Maximum der C=C-Bande, lokalisiert werden. Die out-of-phase-Mode lässt sich nicht isoliert identifizieren, was wahrscheinlich auf ihre geringe Intensität zurückzuführen ist. Die Analyse der hochfrequenten C=N-Streckschwingungsregion zwischen 1600 cm-1 und 1700 cm-1 (Abb. 3.31 G-I) ermittelt übereinstimmend mit den zuvor erhaltenen Ergebnissen zwei deutliche C=N-Streckschwingungsmoden, die den beiden Komponenten des Rh-Bl-Zustandes zuzuordnen sind. Bei 1652 cm-1 liegt demnach wahrscheinlich die C=N-Mode des Rh-Bl-all-trans-Anteils und bei 1634 cm-1 ist die C=N-Mode des Rh-Bl-13-cis-Anteils lokalisiert. Die unterschiedlichen Schwingungsfrequenzen der beiden C=N-Streckschwingungen signalisieren eine abweichende Interaktion der jeweiligen Schiff’schen Base mit dem (den) Gegenion(en) in den beiden Retinalisomeren. Die hohe Frequenz der 1652 cm-1-Bande wird vermutlich durch eine starke Kopplung der all-trans-assoziierten C=N-Schwingung mit der N-H-ip-Biegeschwingung verursacht, die durch die Präsenz starker Wasserstoffbrückenbindungen zwischen der protonierten Schiff’schen Base und dem negativ geladenen Gegenion begünstigt wird. Folglich muss diese Kopplung in der 13-cis-assoziierten 1634 cm-1-Bande weniger stark ausgeprägt sein, was für ein schwächeres Wasserstoffbrückennetzwerk der RSB in dieser Komponente spricht.  Nach H/D-Austausch sind die C=N(+)-D-Banden zu niedrigen Frequenzen verschoben. Ein Grund hierfür ist die schon erwähnte Auflösung des Kopplungseffektes mit der N-H-Koordinate nach der Deuterierung der Schiff’schen Base. Zusammen mit dem Masseneffekt durch den H/D-Austausch führt dies zu der charakteristischen Verschiebung der C=N-Moden in protonierten/deuterierten Retinalspezies. Je stärker die Kopplung zwischen einer N-H- und der C=N-Koordinate ist, desto größer ist der zu beobachtende induzierte Isotopeneffekt.  Es lässt sich in D2O nur eine C=N-Schwingungsmode identifizieren, welche vermutlich hauptsächlich von der Rh-Bl-all-trans-Komponente (1625 cm-1) stammt (Abb. 3.31 C). Dies stimmt mit den vorangegangenen Analysen überein, in welchen die Rh-Bl-13-cis-Komponente nach H/D-Austausch nicht mehr eindeutig nachgewiesen werden konnte. Durch die schlechte Datenqualität im hochfrequenten Bereich des Spektrums lässt sich eine Beteiligung des reduzierten 13-cis-Anteils an der C=N-D-Bande bei 1625 cm-1 dennoch nicht ausschließen.  Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass im Rh-Bl-Zustand von Cr-HKR1 ein Isomerengemisch aus all-trans- und 13-cis-Retinal vorliegt, wie anhand der Retinalextraktions-ergebnisse und der Absorptionseigenschaften vermutet. Zusammen mit dem Resultat aus der Retinalextraktion (53 % all-trans und 47 % 13-cis; siehe Abschnitt 3.4.4 ) kann abgeschätzt werden, dass im Rh-Bl-Zustand keine der beiden Konformationen stark dominiert, sondern dass beide Isomere in einem ähnlichen Verhältnis zueinander stehen. Die C15=N-Konfiguration der beiden Komponenten lässt sich anhand der RR-Messung nicht eindeutig bestimmen. Im dunkeladaptierten Dunkelzustand von Bakteriorhodopsin wurde eine Mischung aus all-trans-C15=N-anti- und 13-cis-C15=N-syn-Retinal nachgewiesen [111], [112]. Diese beiden Konformationen weisen eine ähnliche räumliche Geometrie auf und können infolge dessen eine ähnliche Orientierung in der Retinalbindetasche einnehmen. Eine solche Situation könnte die nur geringen resultierenden spektralen Abweichungen der beiden Komponenten Rh-Blall-trans und Rh-Bl13-cis in Cr-HKR1 erklären. Der geringe Einfluss der Deuterierung der Schiff’schen Base auf die Bandenfrequenzen in der C-C-Region der all-trans-Komponente spricht tatsächlich für eine all-trans-C15=N-anti-Konfiguration, analog zum all-trans-Anteil im BR-Grundzustand. Aufgrund der entweder ungewöhnlichen H/D-Effekte oder der drastischen Verringerung des 13-
cis-Anteils nach H/D-Austausch sind die charakteristischen Isotopeneffekte in der C-C-Region einer möglichen 13-cis-C15=N-syn-Konfiguration allerdings nicht nachweisbar. 
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Unterschiede in der Zusammensetzung der gebundenen Retinalkonfiguration zwischen dem initialen Dunkelzustand Rh-D und dem lichtinduziert erzeugten Rh-Bl-Zustand wurden aufgrund ihrer leichten absorptionsspektroskopischen Abweichungen vermutet (siehe Abschnitt 3.4.5). Für eine RR-spektroskopische Untersuchung dieses Sachverhaltes konnte keine Stabilisierung von Rh-D mittels Hintergrundbelichtung erfolgen, da dies zu einem sofortigen, irreversiblen Zerfall des initialen Dunkelzustandes geführt hätte. Aus diesem Grund wurde versucht, die zu messenden Zustände über eine Absenkung der Temperatur zu stabilisieren. Hierfür wurden die Proben unter schwachem Rotlicht in die Probenhalterung gegeben und mit Hilfe eines Thermostaten auf die Temperatur von 80 K heruntergekühlt. Erst nach dem Einfrieren des Proteins wurde die Anregung mit dem Laser (514 nm) gestartet.  
 Abb. 3.32 Resonanz-Raman-Analyse von Rh-D und Rh-Bl unter Kryobedingungen I.  Resonanz-Raman-Spektren des Rh-D-Zustandes (A) und des Rh-Bl-Zustandes (B) bei Tieftemperatur (80 K und 514 nm Laser, 1 mW). Zur Veranschaulichung der Unterschiede wurde ein Differenzspektrum aus Rh-Bl minus Rh-D (anteilig: 0,55*RhD) gebildet (C).  
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Bei einem ersten Vergleich der RR-Spektren des Rh-Bl-Zustandes aus den Tieftemperatur-(TT)-Messungen (Abb. 3.32) und aus den Raumtemperatur-(RT)-Messungen (Abb. 3.30) fällt unter tiefen Temperaturen eine Frequenzverschiebung der C=C- und der C=N-Streckschwingungs-banden um ca. 4-6 Wellenzahlen zu höheren Frequenzen auf. Diese könnten auf charakteristischen temperaturbedingten Verschiebungen beruhen, die auch in den RR-Spektren anderer Retinalproteine beobachtet werden können. Typischerweise liegen die Frequenz-verschiebungen der C=C- und C=N-Moden im Rahmen einer Zunahme von ca. +5 Wellenzahlen unter Absenkung der Temperatur von 293 K auf 80 K. Dies entspricht den hier beobachteten Differenzen. Abgesehen von diesen Verschiebungen stimmt das Gesamtbandenmuster des Rh-Bl-TT-Spektrums gut mit den Banden des RT-Spektrums überein. Das bedeutet, dass die Stabilisierung des Rh-Bl-Zustandes über die Temperaturabsenkung weitgehend erfüllt sein sollte.  An dieser Messung interessierte besonders die vergleichende Gegenüberstellung des initialen Dunkelzustandes Rh-D (Abb. 3.32 A) und des Rh-Bl-Zustandes (Abb. 3.32 B). Auf Grundlage der absorptionsspektroskopischen Untersuchungen wurde vermutet, dass im Rh-D-Spektrum der Chromophor hauptsächlich als all-trans-Retinal vorliegt und nicht als Isomerengemisch aus all-
trans- und 13-cis-Retinal im nahezu gleichen Verhältnis, wie es im Rh-Bl-Zustand beobachtet wurde. Es lassen sich deutliche Unterschiede zwischen den beiden Spektren feststellen. Am auffälligsten sind sie im Bereich der C=C-Streckschwingungsmoden. Der Rh-Bl-Zustand weist die stark verbreiterte C=C-Bande auf, welche auch in den RT-Spektren beobachtet werden konnte. Im Rh-D-Spektrum ist die C=C-Bande distinkter ausgeprägt, und die deutliche Schulter bei 1557 cm-1 der Rh-Bl-C=C-Region ist nicht vorhanden (vgl. Abb. 3.31). Des Weiteren ist im Rh-D-Zustand die C=N-Streckschwingungsregion schmaler und definierter, als es im Rh-Bl-Zustand der Fall ist. Auffällig ist auch, dass die Bande bei 1332 cm-1, welche als N-H-ip-Mode in Rh-Bl in den RT-Spektren identifiziert werden konnte, auch im Rh-Bl-Zustand bei Tieftemperaturen vorhanden ist, während sie im Rh-D-Zustand nicht existiert. Auch die C-C-Streckschwingungs-region zeigt Abweichungen bei den beiden gemessenen Zuständen, die in Abbildung 3.34 gesondert visualisiert werden. Die beobachteten Unterschiede sprechen für verschiedene Retinal-Isomerensituationen in Rh-Bl und Rh-D. Das Fehlen verschiedener Signale in Rh-D könnte auf das Fehlen einer der beiden in Rh-Bl identifizierten Komponenten, vermutlich der 13-cis-Retinal-Komponente, zurückzuführen sein. Um die Unterschiede noch deutlicher herauszustellen, wurde ein gewichtetes Differenzspektrum gebildet. Dessen Ziel war es, das Rh-Bl-Spektrum von den all-trans-Anteilen zu bereinigen und so ein reines 13-cis-Spektrum zu erhalten. Es wurde das Rh-D-Spektrum anteilig (55 %) von dem Rh-Bl-Spektrum subtrahiert. Die Gewichtung ergibt sich aus den Retinalextraktionsexperimenten des Rh-Bl-Zustandes, in welchen beide Isomere zu ähnlichen Anteilen vorhanden waren. Als Resultat wird das Rh-Bl-minus-Rh-D-Differenzspektrum erhalten, welches deutliche Unterschiede zu den beiden anderen Spektren aufweist (Abb. 3.32 C). Es sind keine negativen Signale zu erkennen, daher kann man davon ausgehen, dass keine zu hohe Gewichtung erfolgt ist.  Die einzelnen für die Retinalkonfiguration besonders repräsentativen Bereiche der Spektren (die C=C-Streckschwingungsregion, die C=N-Streckschwingungsregion und die fingerprint-Region) wurden im Folgenden genauer untersucht. Zunächst sollten die C=C- und die C=N-Bereiche der Spektren analysiert und verglichen werden (Abb. 3.33).    
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Die Auswertung der Spektren mit der Methode der Bandenanpassung sollte helfen, einzelne Schwingungsmoden in der C=C-Region zu visualisieren. Die verschiedenen Signale wurden, sofern möglich, den enthaltenen Retinalkonfigurationen zugeordnet [287]. Es muss ausdrücklich darauf hingewiesen werden, dass die gezeigten Bandenanpassungen eine gute Simulation der Spektren darstellen, die dabei zugrundeliegenden Komponenten aber nicht notwendigerweise realen Banden entsprechen müssen. Besonders kleine Komponenten an den Ausläufern intensiver Komponenten können Anpassungsartefakten geschuldet sein.   
 Abb. 3.33 Resonanz-Raman-Analyse von Rh-D und Rh-Bl unter Kryobedingungen II. Vergrößerte Darstellungen der C=C- und C=N-Bereiche aus den Tieftemperatur-RR-Spektren des Rh-D- (A), des Rh-Bl-Zustandes (B) und der Rh-Bl-minus-Rh-D-Differenz (C) von Cr-HKR1. Die Lorentzbanden aus der Signalanalyse sind den einzelnen enthaltenen Komponenten zugeordnet (Ausschnitte I-VI) Abbildung entworfen nach [287]).  Im Rh-D-Zustand lässt sich der C=C-Bereich mit Hilfe von zwei Einzelbanden wiedergeben (Abb. 3.33 A Ausschnitt I). Im Differenzspektrum lassen sich zwei C=C-Einzelbanden identifizieren (Abb. 3.33 C Ausschnitt V), welche nicht mit den in Rh-D existierenden C=C-Signalen übereinstimmen. Der C=C-Bereich des Rh-Bl-Zustandes kann gut aus einer Kombination der im Rh-D- und im Differenzspektrum enthaltenen Komponenten modelliert werden (Abb. 3.33 B Ausschnitt III). Wie bereits im Zuge der Auswertung der Raumtemperatur-Spektren erwähnt, existieren für jeden enthaltenen Retinal-Isomer eine C=C-in-phase und eine C=C-out-of-phase-Schwingungsmode.  
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Im Rh-D-Zustand liegt das intensivste Signal des C=C-Bereiches (Abb. 3.33 A Ausschnitt I) bei 1545 cm-1 und kann der all-trans-in-phase-Schwingungsmode zugeordnet werden. Die dazugehörende weniger intensive, höherfrequente all-trans-out-of-phase-Mode (Erklärung siehe RT-Spektren) liegt bei 1561 cm-1. Die im Rh-Bl-Spektrum prominente 13-cis-in-phase-Schwingungsmode bei 1557 cm-1 kann nicht identifiziert werden. In der C=C-Region des Differenzspektrums (Abb. 3.33 C Ausschnitt V) sind zwei klare Banden zu erkennen. Hierbei handelt es sich um die 13-cis-in-phase-Mode bei 1557 cm-1 und die 13-cis-out-
of-phase-Mode bei 1539 cm-1. Keine dieser Moden ist in dem Rh-D-Spektrum zu beobachten. Der Unterschied der Schwingungsfrequenz zwischen den all-trans- und der 13-cis-Retinal assoziierten in-phase-Mode beruht auf der größeren Ausdehnung des konjugierten π-Elektronensystems in all-trans-Retinal verglichen mit dem 13-cis-Retinal.  Die gute Modellierung der C=C-Region des Rh-Bl-Zustandes (Abb. 3.33 B Ausschnitt III) mit Hilfe der in Rh-D und in dem Differenzspektrum identifizierten Schwingungsmoden, ist auf die Existenz beider Komponenten in Rh-Bl zurückzuführen. So setzt sich die C=C-Region aus den vier C=C-Schwingungsmoden bei 1545 cm-1 (all-trans-in-phase), bei 1561 cm-1 (all-trans-out-of-
phase) sowie bei 1557 cm-1 (13-cis-in-phase) und 1539 cm-1 (13-cis-out-of-phase) zusammen. In Analogie zu den RT-Messungen kann also ein Gemisch aus ähnlichen Anteilen all-trans-Retinal und 13-cis-Retinal im Rh-Bl-Zustand auch bei Tieftemperaturen bestätigt werden. Eine genaue Quantifizierung der beiden Rh-Bl-Isomere anhand der Intensitäten der in-phase-Schwingungsmoden erscheint nicht sinnvoll, da besonders die Intensität der 13-cis-Bande durch die Überlagerung mit der all-trans-out-of-phase-Mode verfälscht werden könnte. In Tabelle 3.3 werden die einzelnen Banden den verschiedenen Schwingungsmoden zugeordnet.  Tabelle 3.3: Frequenzen und Halbwertsbreiten (FWHM, Full Width at Half Maximum) der C=C-Moden des Rh-D-Zustandes, des Rh-Bl-Zustandes und des Differenzspektrums aus den TT-Messungen.  
C=C-Region von 
CR-HKR1 
Frequenz/Art der Mode FWHM Rh-D      1545 cm-1   →   all-trans (in-phase) 12,4 cm-1     1561 cm-1   →   all-trans (out-of-phase) 5,5 cm-1 Rh-Bl      1545 cm-1   →   all-trans (in-phase) 12,4 cm-1     1561 cm-1   →   all-trans (out-of-phase) 5,5 cm-1     1557 cm-1   →  13-cis (in-phase) 10,9 cm-1     1539 cm-1   →  13-cis (out-of-phase) 7,3 cm-1 Diff.     1557 cm-1   →  13-cis (in-phase) 10,9 cm-1     1539 cm-1   →  13-cis (out-of-phase) 7,3 cm-1  Auch die Analyse der C=N-Streckschwingungsregionen spiegelt die verschiedenen Isomerensituationen in den drei Spektren wider. Im Rh-D-Spektrum (Abb. 3.33 A; Ausschnitt II) lässt sich als sehr deutliches Signal die hochfrequente C=N-Bande bei 1655 cm-1 zeigen, während die Bande bei 1640 cm-1 nicht vorhanden ist. Diese Tatsache belegt, dass die hochfrequente C=N-Mode (1655 cm-1) zum all-trans-Isomer gehört. Sie zeigt außerdem, dass 13-cis-Retinal im Rh-D-Zustand nicht in nachweisbarer Quantität gebunden ist. Im Differenzspektrum hingegen ist das C=N-Signal bei 1640 cm-1 als deutlichste C=N-Mode zu erkennen. Dieses kann somit dem 13-cis-Retinal zugeordnet werden. Die hochfrequente 1655 cm-1-Bande des Rh-D/Bl-all-trans-Isomers ist nicht nachweisbar. Im Rh-Bl-Spektrum (Abb. 3.33 B; Ausschnitt IV) ist die C=N-Region stark verbreitert und es lassen sich in der Bandenanalyse zwei C=N-Signale identifizieren.  
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Die C=N-Bande bei 1655 cm-1 kann dem all-trans-Isomer und die C=N-Bande bei 1640 cm-1 kann dem 13-cis-Isomer in Rh-Bl zugeordnet werden. Die deutlichen Frequenzabweichungen der Isomer-spezifischen C=N-Streckschwingungen sind ein Anzeichen für die bereits erwähnte unterschiedlich starke Ausprägung der Wasserstoffbrückenbindungen der Schiff’schen Base mit dem Gegenion sowie für den damit korrelierenden unterschiedlich starken Kopplungsgrad zwischen der C=N- und N-H-ip-Koordinate (siehe RT-Spektren). Daher scheint die all-trans-C=N-Streckschwingung in Rh-Bl eine stärkere Kopplung mit der N-H-ip-Koordinate aufzuweisen als die 13-cis-assoziierte C=N-Koordinate. Zu dem gleichen Ergebnis kam auch die Auswertung der RT-Spektren (vgl. Abb. 3.30 und 3.31).  Im nächsten Schritt sollten die bisher erhaltenen Ergebnisse durch genaue Analyse der C-C-Streckschwingungsregion, deren Ausprägung eine besondere Bedeutung für die Retinalkonfiguration hat, ergänzt und bestätigt werden.   
 Abb. 3.34 Resonanz-Raman-Analyse von Rh-D und Rh-Bl unter Kryobedingungen III. Vergrößerte Darstellung der C-C-fingerprint-Regionen aus den Tieftemperatur-RR-Spektren des Rh-D- (A),des Rh-Bl-Zustandes (B) und des Rh-Bl-minus-Rh-D-Differenz-Spektrums (C) von Cr-HKR1.    
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Die unterschiedlichen enthaltenen Komponenten werden auch an den Bandenmustern der C-C-
Region im besonderen Maße ersichtlich. Die im Folgenden getroffenen Zuordnungen der Banden beruhen auf Vergleichen mit den exakten Bandenzuordnungen im Modellprotein Bakteriorhodopsin [114], [115].  In der C-C-Region des Rh-D-Zustandes (Abb. 3.34 A Ausschnitt I) sind dementsprechend all-
trans-spezifische C-C-Moden bei 1160 cm-1 (C10-C11-Bande), bei 1195 cm-1 (C14-C15-Bande) und bei 1207 cm-1 (C8-C9-Bande) sowie Signale des Cyclohexenringes bei 1146 cm-1, bei 1173 cm-1 und 1185 cm-1 zu beobachten. Die all-trans-assoziierte C12-C13-Bande überschneidet vermutlich mit der N-H-ip-Biegeschwingung bei 1246 cm-1 (vide infra). Es fällt das Fehlen der 13-cis-assoziierten Signale des Rh-Bl-Zustandes auf (vgl. Abb. 3.34 Ausschnitt II). Hierunter ist besonders die Abwesenheit der 13-cis-kennzeichnenden intensiven C10-C11-Bande (1180 cm-1) ein bedeutsames Zeichen, dass kein 13-cis-Isomer in Rh-D nachweisbar ist [287]. Die C-C-Region des Differenzspektrums (Abb. 3.34 C Ausschnitt III) wird hingegen von 13-cis-spezifischen Signalen dominiert, die bei 1169 cm-1 (C14-C15-Bande), bei 1180 cm-1 (C10-C11-Bande), bei 1199 cm-1 (C8-C9-Bande) und bei 1233 cm-1 (C12-C13-Bande) zu identifizieren sind. Die all-trans-charakteristischen Banden fehlen. Im Rh-Bl-Spektrum lassen sich erwartungsgemäß spezifische C-C-Signale für all-trans-Retinal und 13-cis-Retinal zuordnen, wie es auch in den Raumtemperaturmessungen des Rh-Bl-Zustandes der Fall war (vgl. Abb. 3.31). Es können die all-trans-spezifischen C-C-Signale bei 1160 cm-1 (C10-C11-Bande), bei 1207 cm-1 (C8-C9-Bande) und bei bei 1246 cm-1 (C12-C13-Bande + N-H-ip) sowie das Signal des Cyclohexenringes bei 1146 cm-1 identifiziert werden. Es kommt zu Überschneidungen zwischen den Moden der all-
trans- und der 13-cis-Komponente, so dass einige Banden erst über den direkten Vergleich mit Rh-D und dem Differenzspektrum deutlich werden (Abb. 3.34 Auschnitte I, II und III). Es überschneidet beispielsweise die 13-cis-assoziierte Bande bei 1169 cm-1 (C14-C15-Bande) mit dem all-trans-assoziierten Signal des Cyclohexen-Ringes bei 1173 cm-1, so dass beide Banden nicht isoliert sichtbar sind. Die 13-cis-Retinal kennzeichnende Mode bei 1180 cm-1 (C10-C11-Bande) zeigt Überschneidungen mit der all-trans-spezifischen Mode des Cyclohexenrings bei 1185 cm-1. Die C14-C15-Bande der all-trans-Komponente bei 1195 cm-1 überschneidet mit der   C8-C9-Mode der 13-cis-Komponente bei 1199 cm-1. Zusätzlich lässt sich die C12-C13-Mode des 13-
cis-Retinals bei 1233 cm-1 identifizieren. Ein weiterer bedeutender Unterschied kann beim Vergleich dieser Regionen gefunden werden. So ist im Differenzspektrum die mutmaßliche N-H-ip-Bande bei 1332 cm-1 sehr intensiv ausgeprägt, während bei 1246 cm-1 kein Signal identifiziert werden kann. Im Rh-D-Spektrum hingegen fehlt die Bande bei 1332 cm-1 und es ist das Signal bei 1246 cm-1 zu beobachten, welches als ungewöhnlich niedrigfrequente N-H-ip-Biegeschwingung interpretiert wird. In dem Rh-Bl-Spektrum sind beide Moden vorhanden, das N-H-ip-Signal bei 1246 cm-1 allerdings mit geringerer Intensität als im Rh-D-Spektrum. Demzufolge könnte die Bande bei 1332 cm-1 der 13-
cis-assoziierten N-H-ip-Biegeschwingung zugeordnet werden und das Signal bei 1246 cm-1 könnte der all-trans-assoziierten N-H-ip-Schwingungsmode zugeordnet werden. Die ungewöhnlich niedrige Frequenz der all-trans-N-H-ip-Koordinate könnte durch die starken Wasserstoffbrückenbindungen der Schiff’schen Base im Rh-D/Rh-Bl-all-trans mit den interagierenden Gruppen hervorgerufen werden. Diese Vermutung stimmt mit der Tatsache überein, dass die all-trans-assoziierte C=N-Streckschwingung (1556 cm-1) eine relativ hohe Schwingungsfrequenz aufweist, was für eine starke Kopplung zwischen der C=N- und der N-H-
ip-Koordinate aufgrund eines ausgeprägten Wasserstoffbrückennetzwerkes spricht [181], [287]. Eine derartige Situation konnte in der all-trans-Komponente des Kanalrhodopsins ChR2 beschrieben werden, wodurch im RR-Spektrum ebenfalls eine ungewöhnlich niedrige Schwingungsfrequenz der all-trans-assoziierten N-H-ip-Mode beobachtet wurde [138].  
                                                                                                                                   Ergebnisse 
129  
Die relativ schwachen hydrogen-out-of-plane-(HOOP)-Moden bei 883 cm-1 und 959 cm-1 sind im Rh-D-Zustand deutlicher ausgeprägt als im Rh-Bl-Zustand, in dem Differenzspektrum sind sie nicht vorhanden. (Abb. 3.32 A). Ihr Auftreten ist ein Zeichen für das Vorliegen eines torsionsbedingt verdrehten Chromophors, was möglicherweise in Rh-Bl-all-trans- etwas stärker als in der 13-cis-Komponente ausgeprägt ist. Auf einen H/D-Austausch wurde für die Tieftemperaturmessungen verzichtet, da bei den Raumtemperatur-Messungen deutlich wurde, dass Cr-HKR1 die Überführung in D2O nur schlecht toleriert. Die grundsätzlichen mit dem H/D-Austausch verbundenen Änderungen, welche den protonierten Zustand der Schiff’schen Base im Rh-Bl-Zustand nachweisen, konnten jedoch bereits anhand der RT-RR-Spektren gezeigt werden. Daher wird auch im TT-Rh-Bl-Spektrum sowie dem nahe verwandten Rh-D-Spektrum von einer protonierten Schiff’schen Base ausgegangen. Es fehlen allerdings die Informationen über mögliche H/D-induzierte Effekte, die Aufschluss über eine syn- oder anti-Konformation der C15=N-Koordinate geben könnten. Da die Absenkung der Temperatur auf die C15=N-Konformation keinen Einfluss haben sollte, kann hierfür auf die diesbezüglichen Ergebnisse aus den RT-Messungen zurückgegriffen werden.  Abschließend muss festgehalten werden, dass alle getroffenen Bandenzuordnungen zu den verschiedenen Isomeren ausschließlich auf der vergleichenden Analyse mit den durch spezielle Isotopen-Markierungen getroffenen Zuordnungen in Bakteriorhodopsin von Matthies und anderen [114], [115] beruhen. Proteinspezifische Verschiebungen der einzelnen Schwingungsmoden sind durch die veränderten Interaktionen aber keinesfalls auszuschließen. Um eine wirklich verlässliche Aussage über den Ursprung der einzelnen Banden zu erhalten, wären wiederholende Messungen unter Verwendung von spezifischen isotopenmarkierten Retinal-Analoga notwendig.  
3.4.5.2 RR-Messungen am Rh-UV-Zustand von Cr-HKR1 Im nächsten Schritt sollte die Retinal-Konfiguration des Rh-UV-Zustandes mittels RR-spektroskopischer Messungen ermittelt werden. Zunächst wurde die Messung bei Raumtemperatur (293 K) durchgeführt. Zur photochemischen Stabilisierung des Rh-UV-Zustandes wurde während der Messung eine blaue LED als konstante Hintergrundbelichtung verwendet. Als Referenzspektrum wurde das RR-Spektrum des BR-M-Zustandes aufgetragen [262], dessen Absorptionsmaximum (412 nm) gegenüber dem BR-Dunkelzustand (578 nm) eine starke Blauverschiebung aufweist. Dieser Vergleich wurde gewählt, da der Rh-UV ebenfalls ein stark im kurzwelligen Bereich des Spektrums liegendes Absorptionsmaximum bei 380 nm besitzt.  
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 Abb. 3.35 Resonanz-Raman-Analyse von Rh-UV bei Raumtemperatur I. Resonanz-Raman-Spektren des Rh-UV-Zustandes von HKR1 bei Raumtemperatur (293 K und 514 nm Laser, 1 mW) in H2O und D2O (A) unter Hintergrundbelichtung (380 nm-LED). Im Vergleich ist das RR-Spektrum des M-Zustandes von Bakteriorhodopsin (BR) aufgetragen (B) [262].  Zwischen den RR-Bandenmustern des Rh-UV-Zustandes aus Cr-HKR1 bei RT und des BR-M-Zustandes sind große Übereinstimmungen zu beobachten (Abb. 3.35). Bei 972 cm-1 und bei 1011 cm-1 liegen die relativ schwachen HOOP- und die C-CH3-rocking-Moden, welche in BR an sehr ähnlicher Position (976 cm-1 und 1010 cm-1) und mit vergleichbarer Intensität vorzufinden sind. Auch die Frequenzen und Anordnungen der Banden der fingerprint-Region zwischen 1100 cm-1 und 1400 cm-1, welche charakteristisch für die Retinalkonfiguration ist, zeigen ähnliche Bandenstrukturen. Die Schwingungsfrequenzen der C-C-Streckschwingungsbanden, welche unter anderem in diesem Bereich lokalisiert sind, stimmen nahezu überein. Sie liegen in Cr-HKR1 bei 1173 cm-1, bei 1187 cm-1, bei 1196 cm-1 und bei 1226 cm-1. Die beiden C-H-rock-Banden bei 1303 cm-1 und 1331 cm-1 sind leicht zu niedrigen Frequenzen verschoben (C-H-rock in BR: 1307 cm-1 und 1338 cm-1).  
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Das intensivste Signal des Spektrums, die C=C-Streckschwingungsbande der Polyenkette des Retinals, liegt an exakt der gleichen Position wie die C=C-Bande in Bakteriorhodopsin   (1566 cm-1). Die relativ hohe Schwingungsfrequenz dieser Bande im Vergleich zu den C=C-Signalen im Rh-Bl-Zustand (1547 cm-1) spiegelt die starke Blauverschiebung des Absorptionsmaximums im Rh-UV wider, da die Frequenz der C=C-Banden in negativ linearer Korrelation zum Absorptionsmaximum steht [180]. Im höheren Wellenzahlenbereich bei Frequenzen größer als 1600 cm-1 treten die C=N-Streckschwingungen der Schiff’schen Base auf. Eine entsprechende Bande ist im Fall von Cr-HKR1 bei 1613 cm-1 zu beobachten und ist im Vergleich zur C=N-Bande im BR-M-Zustand (1622 cm-1) leicht zu niedrigen Frequenzen verschoben.  Das D2O-Spektrum weist eine schlechte Datenqualität auf, welche aufgrund der schon erwähnten geringen Toleranz von Cr-HKR1 gegenüber der D2O-Umgebung zustande kommt. Dennoch wird deutlich, dass in Rh-UV keine signifikanten H/D-Effekte vergleichbar mit den Bandenverschiebungen im Rh-Bl-Zustand (vgl. Abb. 3.30 und 3.31) auftreten. Auch der C=N-Streckschwingungsbereich bleibt von dem H/D-Austausch unbeeinflusst, während es im Rh-Bl-Zustand zu deutlichen isotopeninduzierten Veränderungen in dieser Region des RR-Spektrums kam. Die relativ niedrige Frequenz der C=N-Bande sowie die fehlende H/D-Sensitivität des C=N-Signals und des gesamten Rh-UV-Spektrums sind Anzeichen für das Vorliegen einer deprotonierten Schiff’schen Base im Rh-UV-Zustand von Cr-HKR1, wie es auch im BR-M-Zustand der Fall ist. Dieses Ergebnis deckt sich mit der starken Blauverschiebung des Absorptionsmaximums bei Bildung des Rh-UV-Zustandes, die im Zuge der Deprotonierung der Schiff’schen Base typischerweise beobachtet wird. Die große Übereinstimmung des Cr-HKR1-Spektrums mit dem BR-M-Zustand-Spektrum lässt auf eine gleichartige Chromophor-Geometrie in den beiden deprotonierten Zuständen schließen. Demzufolge kann für den Rh-UV-Zustand eine 13-cis-C15=N-anti-Konfiguration als dominierenden Retinalisomer angenommen werden [182], [284], [288]. Auch die Existenz des Signals bei 1226 cm-1 ist ein charakteristisches Merkmal einer 13-cis-Konfiguration. Die sehr distinkte C=C-Bande bei 1566 cm-1 ohne sichtbare Verbreiterung und das Fehlen einer zweiten C=N-Streckschwingungsbande, sprechen für das Vorliegen einer weitgehend homogenen Probe ohne offensichtliche Anzeichen einer Isomerenmischung.  Diese Homogenität könnte allerdings eine Folge der Messbedingungen und der dabei erfolgenden kontinuierlichen Hintergrundbelichtung mit kurzwelligem Blaulicht in Kombination mit der UV-Laseranregung sein. Denn die absorptionsspektroskopischen Analysen ergaben verschiedene Rh-UV-Spektren, welche abhängig von der Belichtungswellenlänge aus dem Rh-Bl-Zustand hervorgingen (Rh-UV1 und Rh-UV2, siehe Abb. 3.27 und 3.28) und vermutlich auf unterschiedliche Retinalkonfigurationen zurückzuführen sind. Auch in den Retinalextraktions-experimenten konnten beide Isomere (all-trans und 13-cis) im Rh-UV-Zustand nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.22 und 3.23). Daher wird, wie auch im Rh-Bl-Zustand, von zwei parallel existierenden Rh-UV-Formen ausgegangen, deren eine Komponente durch die Bindung von 13-
cis-Retinal und deren andere Komponente durch die Bindung von all-trans-Retinal zustande kommt. Es konnte allerdings auch gezeigt werden, dass der vermutlich all-trans-Retinal-bindende Anteil aufgrund seines Absorptionsmaximums bei 395 nm nach kurzwelliger Blaulichtexposition größtenteils in die 13-cis-Komponente überführt wird. Das Isomeren-gleichgewicht wird dadurch stark in Richtung der 13-cis-Form verschoben. Aus diesem Grund wird vermutlich unter den hier aufgeführten experimentellen Bedingungen die all-trans-Komponente durch sekundäre photochemische Effekte weitgehend ausgeblichen (Abb. 3.29) und kann in dem RR-Spektrum nicht mit nachweisbaren Signalen in Erscheinung treten.  
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In einem weiteren Ansatz wurde diesem Umstand nachgegangen. Hierbei sollten die verschiedenen Rh-UV-Zustände als Resultate aus den unterschiedlichen Ausgangssituationen und Belichtungswellenlängen erzeugt werden. Zur Verminderung der oben aufgeführten sekundären photochemischen Effekte, wurden die Messungen bei Tieftemperaturen (80 K) durchgeführt, welche den jeweiligen Zustand während der Laseranregung stabilisieren sollte. Die Absorptionsspektren der vermessenen Probe wurden vor und nach der RR-Messung im Absorptionsspektrometer untersucht, um sicherzugehen, dass der gewünschte Rh-UV-Zustand vermessen wurde und um auszuschließen, dass eine effektive Photozyklus-Initiation durch die Laseranregung trotz der tiefen Temperaturen stattfand.   
 Abb. 3.36 Resonanz-Raman-Analyse von Rh-UV1 und Rh-UV2 unter Kryobedingungen I. Resonanz-Raman-Spektren der Rh-UV-Zustände von Cr-HKR1 bei Tieftemperatur (80 K und 514 nm Laser, 1 mW). Die verschiedenen Rh-UV-Zustände 1 und 2 wurden durch die entsprechenden Vorbelichtungsschemata erzeugt, eingefroren und vermessen. Für einen direkten Vergleich der Bandenverteilung wurden die RR-Spektren in dieser Darstellung nicht normiert (C und D). Zur Überprüfung der Stabilität der Zustände während der RR-Messungen wurden Absorptionsspektren der Proben vor (A und B) und nach (E und F) den RR-Messung aufgetragen.  Beim Vergleich der RR-Spektren für die verschiedenen Rh-UV-Zustände wird deutlich, dass es Übereinstimmungen in den Schwingungsfrequenzen der Hauptbanden gibt. Auffällig sind allerdings die deutlichen Unterschiede der einzelnen Signalintensitäten. Die Signale des Rh-UV1-Spektrums (Rh-Bl + Blaulicht) sind von vergleichsweise hoher Intensität und es sind nur wenig Nebenbanden im C=C-Bereich zu beobachten (Abb. 3.36 C). Eine weitaus geringere Intensität weisen die Banden des Rh-UV2-Spektrums auf (Abb. 3.36 D), welches durch Grünlichtanregung des Rh-Bl-Zustandes generiert wurde. Damit verbunden ist eine teilweise beträchtliche Verbreiterung der Banden, wie beispielsweise die Ausdehnung der C=C-Streck-schwingungssignale in die höherfrequente Regionen des Spektrums. Auch die Stabilitäten der einzelnen Zustände während der RR-Messungen unterscheiden sich erheblich voneinander. Nach der RR-Messung des Rh-UV2 liegen nur noch ca. 59 % der Proteinprobe im Rh-UV-Zustand vor (Abb. 3.36 F). Es wurde demnach trotz der tiefen Temperaturen fast die Hälfte des in der vermessenen Probe enthaltenen Proteins in den Rh-Bl-Zustand überführt. Der restliche im Rh-UV-Zustand verbliebene Anteil zeigt die absorptionsspektroskopischen Eigenschaften von Rh-UV1. Bei Messung des Rh-UV1 hingegen verbleiben 83 % des Proteins im Rh-UV-Zustand (Abb. 3.36 E). Die Vermutung nach Aufnahme der Rh-UV-Absorptionszustände war, dass in der Rh-UV1-Probe überwiegend 13-cis-Retinal und weniger all-trans-Retinal gebunden ist.  
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In Rh-UV2 wurde ein zunehmender Anteil an Protein mit all-trans-Retinal angenommen, welcher zu der sichtbaren Veränderung des Absorptionsspektrums durch Überlagerung der beiden Komponenten führt (siehe Abb. 3.28). Die nach den RR-Messungen aufgenommenen Absorptionsspektren zeigen, dass die Rh-UV-all-trans-Form eine geringere Stabilität bei 80 K unter Laseranregung von 413 nm besitzt als die Rh-UV-13-cis-Form. Die ursprüngliche Rh-UV2-Probe weist nach der RR-Messung im Absorptionsspektrum keine deutlichen all-trans-Retinal-Merkmale mehr auf. Der im Rh-UV-Zustand verbliebene Restanteil besitzt Rh-UV1-charakteristische Absorptionseigenschaften. Das bedeutet, dass der Anteil an all-trans-Retinal durch die Laser-Anregung deutlich reduziert worden ist. Dies würde auch die relativ hohe Stabilität von Rh-UV1 im Gegensatz zum Rh-UV2 erklären. Da in dieser Probe der Anteil an all-
trans-Retinal geringer ist, verbleibt der viel größere Anteil von 83 % im Rh-UV-Zustand (13-cis). Trotz der geringeren Stabilität der all-trans-Komponente lassen sich deutliche Unterschiede zwischen den erhaltenen Spektren feststellen. Da in beiden Zuständen von einer Mischung der Komponenten mit unterschiedlicher Gewichtung ausgegangen werden kann, sollte eine genauere Betrachtung der verschiedenen Regionen der Spektren bei der bandenspezifischen Identifizierung der enthaltenen Retinalisomere helfen (Abb. 3.37). Zu diesem Zweck wurde zunächst ein gewichtetes Differenzspektrum aus Rh-UV2 und Rh-UV1 gebildet, um Rh-UV2 von den 13-cis-Anteilen zu bereinigen (Anhang Abb. 5.5 D), da in Rh-UV1 eine Verschiebung des Isomerengleichgewichtes zu 13-cis-Retinal vermutet wird. In einem nächsten Ansatz wurde das resultierende Rh-UV-all-trans-Spektrum anteilig von dem Rh-UV1-Spektrum subtrahiert (Anhang Abb. 5.5 B). Daraus sollte ein von der all-trans-Komponente bereinigtes Rh-UV-13-cis-Spektrum hervorgehen.  Die C=C-Regionen der Rh-UV-Spektren aus tiefen Temperaturen zeigen im Vergleich zu den Raumtemperatur-Spektren deutliche Verbreiterungen. Das deutet darauf hin, dass eine Mischung aus verschiedenen Isomeren in den beiden vermessenen Zuständen vorliegt (vgl. Abschnitt 3.4.6.1). Das intensivste C=C-Signal liegt im Rh-UV1-Zustand (Abb. 3.37 A) bei 1569 cm-1. Diese könnte von der in-phase-Schwingungsmode der 13-cis-Komponente stammen. Die schwach Raman-aktive out-of-phase-Schwingungsmode liegt wahrscheinlich nur um wenige Wellenzahlen zu niedrigen Frequenzen verschoben. Sie kann nicht als isoliertes Signal identifiziert werden. Im höheren Frequenzbereich zeigt sich die Bande verbreitert. Dies lässt sich anteilig auf ein Signal bei 1582 cm-1 und ein schwächeres Signal bei 1590 cm-1 zurückführen. Diese Banden könnten isolierte C=C-Streckschwingungsmoden darstellen. Durch die Subtraktion der all-trans-spezifischen Anteile ergibt sich ein distinkteres C=C-Signal. In dem weitgehend 13-cis-spezifischen Differenzspektrum tritt besonders das Signal bei 1569 cm-1 und das weitaus weniger intensive Signal bei 1582 cm-1 hervor (Abb. 3.37 B). Die schwache Bande bei 1590 cm-1 aus dem Rh-UV1-Spektrum ist nicht mehr zu identifizieren. Daraus lässt sich ableiten, dass es sich wie vermutet um die in-phase-13-cis-Schwingungsmode (1569 cm-1) und eine 13-cis-spezifische isolierte C=C-Mode handelt (1582 cm-1). Derartige hochfrequente Banden treten beispielsweise auch im deprotonierten 13-cis-Retinal des M-Zustandes von BR bei 1585 cm-1 und 1603 cm-1 auf [288].   
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 Abb. 3.37 Resonanz-Raman-Analyse von Rh-UV1 und Rh-UV2 unter Kryobedingungen II. Vergrößerte Darstellung der C=C- und der C=N-Region aus den Resonanz-Raman-Spektren des Rh-UV-Zustandes von Cr-HKR1 bei 80 K (A und C) sowie der gewichteten Differenzspektren für ein Rh-UV-all-trans-spezifisches Spektrum (D; Rh-UV2 minus 0,7*Rh-UV1) und für ein Rh-UV-13-cis-spezifisches Spektrum (B; Rh-UV minus 0,8*all-trans-Differenzspektrum). Die rot markierten Banden geben die spektralen Änderungen an, die der all-
trans-Komponente zugeschrieben werden.   
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Verglichen mit Rh-UV1 ist die intensive C=C-Streckschwingungsmode im Rh-UV2-Spektrum um zwei Wellenzahlen nach 1567 cm-1 verschoben (Abb. 3.37 C). Der C=C-Bereich des Rh-UV2-Zustandes ist stärker verbreitert als es im Rh-UV1-Spektrum beobachtet werden kann, was auf eine größere Anzahl an Signalen in diesem Bereich hindeutet. Es lassen sich hochfrequente Schultern bei 1574 cm-1, bei 1578 cm-1, bei 1582 cm-1 und bei 1590 cm-1 identifizieren. Die Subtraktion des Rh-UV1-Anteils deckt die Rh-UV-all-trans-spezifischen Signale auf (Abb. 3.37 D). Demnach ist die Bande bei 1566 cm-1 der C=C-all-trans-in-phase-Mode zuzuordnen. Die leichte Verschiebung der C=C-Gesamtbande, die in Rh-UV2 beobachtet wird ist demnach das Resultat der erhöhten Intensität der all-trans-spezifischen 1566 cm-1-Mode. Dieser ist auf den erhöhten all-trans-Anteil in Rh-UV2 zurückzuführen. Die Überschneidungen der all-trans-in-phase- und der 13-cis-in-phase-Schwingungsmode ergeben das Rh-UV2-C=C-Signal bei 1567 cm-1. Die all-
trans-out-of-phase-Mode kann vermutlich der schwachen Bande bei 1571 cm-1 zugeordnet werden, die erst im all-trans-spezifischen Differenzspektrum isoliert hervortritt. Die hochfrequenten Banden bei 1578 cm-1 und 1590 cm-1 könnten all-trans-spezifischen isolierten C=C-Streckschwingungsmoden zuzuordnen sein. Das Signal bei 1582 cm-1 ist in dem Rh-UV-all-
trans-Differenzspektrum nicht mehr zu beobachten. Das bestätigt die Vermutung, dass es sich hierbei um ein 13-cis-Signal handeln muss.  Zusätzlich werden die beiden Signale bei 1574 cm-1 und 1559 cm-1 in diesem Differenzspektrum ersichtlich (Abb. 3.37 D). Sie könnten von der Existenz eines frühen Photointermediates abhängig sein. Die verstärkte Anwesenheit von Intermediat-spezifischen Signalen im Rh-UV2-Spektrum würde bestätigen, dass die all-trans-Komponente eine geringere Photostabilität in tiefen Temperaturen besitzt und daher die Intermediatbildung in den Messungen der Rh-UV2-Form begünstigt ist. Die weniger effiziente Stabilisierung in tiefen Temperaturen führt zu einem großen Proteinanteil im Rh-Bl-Zustand nach der RR-Messung, wie im Absorptionsspektrometer beobachtet (siehe 3.36 F). Unter dieser Hypothese würden die tiefen Temperaturen dennoch eine extreme Verlangsamung des Photozyklus bewirken und möglicherweise den Übergang in den Rh-Bl-Zustand während der Messung retardieren. Durch diese verzögernde Wirkung auf die fortlaufenden photozyklischen Prozesse und die spezifische Verstärkung der kurzwelliges Licht absorbierenden Komponenten (413 nm Laseranregung), wird in den RR-Spektren die Bildung der frühen intermediate angenommen. Ein vollständiger Übergang in den langwelliger absorbierenden Rh-Bl-Zustand würde über das kurzwellige Laserlicht hingegen nicht registriert werden, er kann aber ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. Da die einzigen in der Rh-UV-nach-Rh-Bl-Konvertierung spektroskopisch identifizierten Signale die Rh-UV‘-Intermediate waren (siehe Abschnitt 3.4.2.1 b) deren maximale Anregung ebenfalls im kurzwelligen spektralen Bereich liegt, könnten sie durch das kurzwellige Laserlicht verstärkt werden. Nach Erwärmung der Probe am Ende der Messung, wird die temperaturabhängige, verzögernde Wirkung aufgehoben und die angefangenen Photozyklushälften, also der Übergang in den Rh-Bl-Zustand, vollendet. Das kann im Absorptionsspektrum als erhöhter Rh-Bl-Anteil unter Reduzierung des Rh-UV-Anteils erfasst werden. Da allerdings nicht auszuschließen ist, dass einige Banden Artefakte der Differenzbildung darstellen, müsste diese Hypothese zukünftig geprüft werden. Das bedeutet, dass die hier getroffene Zuweisung der Banden ausdrücklich als vorläufig zu betrachten ist.  Auch die C=N-Regionen der Spektren zeigen Abweichungen. Im Rh-UV1-Spektrum tritt besonders die C=N-Mode bei 1619 cm-1 in Erscheinung Abb. 3.37 A). Eine Verbreiterung bei 1623 cm-1 ist nur in geringer Intensität vorhanden. In dem 13-cis-spezifischen Differenzspektrum (Abb. 3.37 B) ist nur die C=N-Mode bei 1619 cm-1 zu beobachten. Die C=N-Bande ist in der Rh-UV2-Form deutlich verbreitert, und es befinden sich dort die zwei stark überschneidenden Signale bei ca. 1619 cm-1 und 1623 cm-1 (Abb. 3.37 C).  
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Die Subtraktion der 13-cis-spezifischen Komponenten führt zu einem Verschwinden des 1619 cm-1-Signals und die 1623 cm-1 verbleibt als einzige C=N-Mode des all-trans-spezifischen Spektrums (Abb. 3.37 D). Dieser Unterschied ermöglicht die Zuordnung der 1619 cm-1-Mode zur Rh-UV-13-cis-Komponente und der 1623 cm-1-Mode zur Rh-UV-all-trans-Komponente und bestätigt den geringeren all-trans-Retinal-Anteil in Rh-UV1. Die verschiedenen Retinalsituationen in der Rh-UV1- und der Rh-UV2-Form werden zusätzlich in den C-CH3-rocking- und in der C-C-Streckschwingungsregion der Spektren verdeutlicht (Abb. 3.38).  
 Abb. 3.38 Resonanz-Raman-Analyse von Rh-UV1 und Rh-UV2 unter Kryobedingungen III. Vergrößerte Darstellung der C-CH3-Region (A bis D) und der C-C-fingerprint-Region (E bis H) aus den Rh-UV-RR-Spektren bei 80 K.  Im RR-Spektrum des Rh-UV1-Zustandes ist die C-CH3-Schwingungsmode bei 1013 cm-1 sehr distinkt ausgeprägt und es existiert nur eine schwache niederfrequente Schulter bei 1006 cm-1 (Abb. 3.38 A). Durch die Subtraktion der all-trans-spezifischen Komponenten kommt es im Differenzspektrum zu einem Verschwinden der schwachen Schulter bei 1006 cm-1 (Abb. 3.38 B). 
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Im Rh-UV2-Spektrum sind die beiden C-CH3-Schwingungen eindeutiger ausgeprägt (Abb. 3.38 C). Sie liegen ebenfalls bei 1013 cm-1 und bei 1006 cm-1, das 1006 cm-1-Signal hat aber eine weitaus höhere Intensität als es im Rh-UV1-Spektrum der Fall ist (vgl. Abb. 3.38 A), wodurch die stärkere Heterogenität der Rh-UV2-Form widergespiegelt wird. Das all-trans-spezifische Differenz-spektrum enthält nur die CCH3-Mode bei 1006 cm-1 (Abb. 3.38 D) Daher kann die hochfrequente CCH3-Mode (1013 cm-1) dem 13-cis-Retinal und die niedrigfrequente CCH3-Mode (1006 cm-1) dem all-trans-Retinal in Rh-UV zugeordnet werden.  In der für die Retinalkonfiguration besonders kennzeichnenden C-C-Streckschwingungsregion lassen sich in beiden Rh-UV-Zuständen (Abb. 3.38 E und G) die charakteristischen C-C-Moden einer 13-cis-Konfiguration feststellen (1171 cm-1, 1187 cm-1, 1198 cm-1 und 1226 cm-1), welche an fast identischen Positionen auch in den RT-Spektren des Rh-UV-Zustandes beobachtet wurden (vgl. Abb. 3.35, [226]). Zusätzliche Banden existieren in Rh-UV2 bei 1168 cm-1 und 1201 cm-1, die charakteristisch für eine all-trans-Konfiguration sind. Diese Banden sind in Rh-UV1 nur ansatzweise erkennbar. Die 13-cis-Retinal kennzeichnende Bande bei 1226 cm-1 weist in Rh-UV2 eine geringere Intensität auf als in Rh-UV1. In den Differenzspektren werden diese Unterschiede zusätzlich verdeutlicht. In dem 13-cis-spezifischen Differenzspektrum treten die oben genannten C-C-Moden von 13-cis-Retinal noch deutlicher hervor. Am prägnantesten ist der Unterschied jedoch bei Betrachtung des all-trans-spezifischen Differenzspektrums (Abb. 3.38 H). Es dominieren die Banden bei 1168 cm-1, bei 1176 cm-1 und bei 1201 cm-1 den C-C-Streckschwingungsbereich des Rh-UV-all-trans-Spektrums. Die besonders 13-cis-Retinal charakterisierende Bande bei 1126 cm-1 ist nicht zu beobachten. Die Herkunft der in allen Spektren relativ intensiven Bande bei 1176 cm-1 bzw. 1178 cm-1 ist unklar da eine äquivalente Bande in den Rh-UV-RT-Spektren von Cr-HKR1 und in den Spektren des BR-M-Zustandes nicht identifiziert wurde. Sie könnte entweder durch die tiefen Temperaturen zu höheren Frequenzen verschoben sein und aufgrund ihrer hohen Intensität in RhUV1 und Rh-UV2 von beiden Spezies anteilig gebildet werden. Alternativ könnte sie auf ein mögliches frühes Intermediat zurückzuführen sein, welches in den Raumtemperaturmessungen aufgrund seiner Kurzlebigkeit nicht aufgenommen wurde. Durch die mögliche Tatsache der Photointermediatbildung, die erhöhte Bandenanzahl im C=C-Bereich sowie Überlagerungen der Signale ist eine exakte Quantifizierung der einzelnen Komponenten zueinander anhand der vorliegenden Daten nicht möglich. Es wird dennoch deutlich, dass in Rh-UV2 sowohl all-trans- als auch 13-cis-Retinal in großen Teilen zur Bildung des Spektrums beitragen. In dem RR-Spektrum der Rh-UV1-Form dominiert hingegen das 13-
cis-Retinal, die all-trans-spezifischen Signale sind schwächer vertreten. Der relativ hohe Anteil an Protein im Rh-Bl-Zustand nach den RR-Messungen zeigt, dass eine gewisse Instabilität der zu vermessenen Zustände auch bei 80 K gegeben ist. Um dies zu umgehen, müsste die experimentelle Probentemperatur z.B. durch die Verwendung von flüssigem Helium weiter gesenkt werden. Besonders ausgeprägt ist unter Laserbelichtung die Instabilität des all-trans-Anteils, da er im Anschluss an die Messung in den Absorptionsspektren nicht mehr eindeutig nachgewiesen werden kann (vgl. Abb. 3.36 E). Hieraus ergibt sich die Frage, warum Signale des all-trans-Anteils trotzdem in den RR-Messungen registriert werden. Dies kann erklärt werden durch die Form der Datenaufnahme während der Messung. Die einzelnen Daten werden über den Zeitraum von 15-30 min akkumuliert und aufeinander aufgerechnet. Wenn im Laufe der Zeit der all-trans-Anteil vermehrt ausbleicht, so ist er in den Anfangsspektren noch vorhanden und wird in das Gesamtspektrum mit einberechnet. Es wären zeitaufgelöste RR-Messungen sinnvoll, um diesen Verlauf spektral nachverfolgen zu können.   
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3.4.6 Gegenionmutagenese in Cr-HKR1 Von vielen mikrobiellen Rhodopsinen ist bekannt, dass der funktionale Ablauf des Photozyklus im besonderen Maße von der Existenz bestimmter Aminosäuren abhängig ist, welche freie Carboxyl-Gruppen besitzen und in räumlicher Nähe zur Schiff’schen Base lokalisiert sind. Diese Gruppen weisen einen sauren Charakter auf und können als negativ geladene Carboxylat-Reste eine Gegenionfunktion für die positiv geladene protonierte Schiff’sche Base einnehmen [272] und sie auf diesem Weg elektrostatisch stabilisieren. Zusätzlich können sie als Protonakzeptor im Zuge der Deprotonierung der Schiff’schen Base agieren. In Bakteriorhodopsin ist hauptsächlich das Aspartat 85 (D85) für diese Prozesse verantwortlich [293]. Als sekundärer Rest mit Gegenionfunktion ist in BR das Aspartat 212 (D212) vorzufinden. In Cr-HKR1 konnte im Zuge des Aminosäuresequenzvergleiches mit BR eine Besonderheit festgestellt werden (Abb. 3.3 B und 3.40 A). Hier befindet sich an der entsprechenden Position des primären BR-Gegenions D85 ein Methionin (M113). Da es sehr unwahrscheinlich ist, dass eine Methionin-Seitenkette die wichtigen Gegenion- und Protonakzeptorfunktionen äquivalent zu einer Asparaginsäure-Seitenkette erfüllen kann, muss in Cr-HKR1 eine andere Aminosäure diese Aufgaben übernehmen. Als potentieller Kandidat kommt hierfür das Aspartat 239 (D239) infrage, welches an analoger Position des sekundären BR-Gegenions D212 liegt. Durch zielgerichtete Mutagenese sollte versucht werden, die Bedeutung dieses Restes für die photozyklischen Abläufe in Cr-HKR1 zu beweisen. Es wurden hierfür verschiedene Ansätze verfolgt: Im ersten Ansatz wurde das D239 durch ein Asparagin ersetzt (D239N), welches aufgrund seiner Eigenschaften keine der genannten Aufgaben übernehmen kann. Zusätzlich wurde eine Doppelmutante M113D/D239N hergestellt, die eine Substitution des M113- sowie des D239-Restes aufwies. Es sollte hierbei das Eliminieren des putativen Gegenions D239 durch das Einführen einer Asparaginsäure an Position 113 ausgeglichen werden. In einem weiteren Ansatz wurde ein zusätzliches Gegenion an der Position des M113 eingebaut, ohne die Position D239 zu verändern. Dies wurde durch Herstellung der Mutanten M113E bzw. M113D über Substitution des Methionins 113 mit einer Glutaminsäure bzw. Asparaginsäure verwirklicht. Die Mutante M113D wurde in Zusammenarbeit mit R. Fudim im Rahmen seiner Masterarbeit erstellt. Darüber hinaus wurde in Zusammenarbeit mit T. M. T. Nguyen im Rahmen ihrer Bachelorarbeit das D239 durch eine Glutaminsäure substituiert (D239E). Da diese ebenfalls eine saure Aminosäure mit freier Carboxyl-Gruppe darstellt, sollte sie in der Lage sein, mögliche Gegenionaufgaben zu übernehmen. Alle Mutanten ließen sich heterolog in Pichia pastoris exprimieren, was an den deutlichen Banden im Western Blot mit jeweils einer Größe von ca. 30 kDa zu erkennen ist (Abb. 3.39 bzw. Abb. 3.9 für M113D/D239N und M113E).  
 Abb. 3.39 Western-Blot-Analyse der Cr-HKR1-Gegenion-Mutanten. Immunodetektions-Blot (primärer Antikörper: anti-c-myc-tag-Antikörper) der cytosolischen Fraktionen (cyt.) und der Membranfraktionen (Mem.). Es wurde jeweils 1/50 der Membranfraktion der heterolog exprimierten Mutanten D239N (A), M113D (B) und D239E (C) von Cr-HKR1 aus je 1 ml Zellen mit OD 8 aufgetragen.   
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Während die heterologe Expression kein Problem darstellte, wurde für die Mutanten D239N, M113D sowie die Doppelmutante M113D/D239N nach Aufreinigung ausschließlich eine hohe Absorption bei 280 nm (aromatische Aminosäuren) registriert. Eine im Absorptionsspektrum sichtbare Chromophorbindung konnte nicht nachgewiesen werden. Die Mutante M113E zeigte ein Absorptionsspektrum mit einem Signal im Bereich von 380 nm, welches dem des Cr-HKR1-Wildtyps ähnelt. Allerdings ist die Qualität der Probe im Vergleich zum Wildtypprotein stark beeinträchtigt. Das Verhältnis der Absorptionsintensität von Chromophor (380 nm) und Aminosäuren (280 nm) liegt nur bei 1:7 (Abb. 3.9 A), während es im Wildtyp ein Verhältnis von ca. 1:2 aufweist. Für die Mutante D239E konnte ebenfalls funktionelles Rhodopsin mit offensichtlicher Chromophorbindung und Absorptionssignalen im sichtbaren Bereich des Spektrums verzeichnet werden. Die Probenqualität ist mit einem Chromophor-zu-Aminosäuren-Verhältnis von ca. 1:3 im Vergleich zur Wildtypprobe ebenfalls leicht herabgesetzt (Abb. 3.40). Aufgrund des schon beschriebenen großen Interesses an der Bedeutung der Aminosäureposition 239 in Cr-HKR1 (Abb. 3.40 A) sollen die Eigenschaften der Mutante D239E im Folgenden genauer analysiert werden. 
 
3.4.6.1 UV/Vis-Absorptionsspektren von Cr-HKR1-D239E Die Absorptionsspektren der Mutante D239E zeigen große Ähnlichkeiten zu den Spektren des Wildtypproteins. Es können ebenfalls zwei thermisch stabile Absorptionszustände beobachtet werden (Abb. 3.40 B), ein Rh-UV-ähnlicher und ein Rh-Bl-ähnlicher Zustand. Der Rh-Bl-Zustand der Mutante zeigt ein Absorptionsmaximum bei 479 nm. Der Rh-UV-Zustand besitzt ein Absorptionsmaximum bei 380 nm mit einer Feinstrukturschulter bei 365 nm und einer Feinstrukturschulter bei 400 nm. Zusätzlich lassen sich zwei Feinstrukturbanden bei 320 nm und 338 nm erkennen. 
 
 Abb. 3.40 Absorptionsspektrum der Cr-HKR1-Mutante D239E Ausschnitt des Cr-HKR1-Strukturmodells (auf Basis von 1KGB BR [106]) mit wichtigen Aminosäureresten in der Retinalbindetasche (A; schwarze Markierungen: Cr-HKR1; blaue Markierungen: BR). Absorptionsspektrum der Mutante D239E im Rh-UV- und im Rh-Bl-Zustand (B).  
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Wie im Wildtyp lässt sich das Rhodopsin der Mutante mit der entsprechenden Belichtung (UVA-Licht; Blaulicht) zwischen den beiden langlebigen Absorptionszuständen konvertieren. Es fällt allerdings auf, dass die beiden kurzwelligen Feinstrukturbanden bei 320 nm und bei 338 nm diese Photoaktivität nicht besitzen. Sie bleiben nach kurzwelliger Belichtung bestehen, während der Rh-UV-Zustand in den Rh-Bl-Zustand konvertiert wird. Der leichte Intensitätsverlust im Bereich der Feinstrukturbanden ist auf das Ausbleichen der darunter liegenden Rh-UV-Absorption in diesem Vorgang zurückzuführen.  
 Abb. 3.41 Absorptionsunterschiede zwischen Cr-HKR1-Wildtyp und der Mutante D239E. Vergleich der Absorptionsspektren im Rh-UV-Zustand (A) und im Rh-Bl-Zustand (B) von der Mutante D239E und dem Cr-HKR1-Wildtyprhodopsin.  Im direkten Vergleich des Rh-UV-Zustandes von Mutante und Wildtyp ist zu erkennen, dass die Absorptionsmaxima und die typischen Feinstrukturen grundsätzlich übereinstimmen (Abb. 3.41 A). Die kurzwelligen Feinstrukturbanden bei 320 nm und 338 nm sind allerdings nur in der Mutante zu finden. Das Absorptionsmaximum des Rh-Bl-Zustandes ist um 8 nm von 487 nm im Wildtyp zu 479 nm in der Mutante hypsochrom verschoben (Abb. 3.41 B). Diese Verschiebung könnte auf einer leichten Änderung der Wechselwirkungen der protonierten Schiff’schen Base mit den umliegenden Aminosäuren beruhen, welche durch die Substitution (D nach E) bewirkt sein könnte. Das ist ein Hinweis darauf, dass die Position 239 mit ihrer freien Carboxylat-Gruppe tatsächlich in direkter Interaktion mit der Schiff’schen Base steht. Die Herkunft der Feinstrukturbanden könnte auf einer Einlagerung von Retinol in die Retinalbindetasche bei einem Teil der Proteinprobe beruhen. Ein Anhaltspunkt dafür wurde während der Untersuchungen im Zuge der Bachelorarbeit von T. M. T. Nguyen gefunden. Die dabei generierten fluoreszenzspektroskopischen Daten, ergaben eine Aktivität, welche der von Retinol entspricht. Retinol ist nicht in der Lage eine kovalente Bindung mit dem Lysin 243 und somit eine Schiff’sche Base auszubilden. Aus diesem Grund kann keine Photokonvertierung dieses Proteinanteils erfolgen, was an der Belichtungsstabilität der Feinstrukturbanden zu erkennen ist. Das Phänomen der Retinoleinlagerung verbunden mit dem Auftreten ähnlicher kurzwelliger Feinstrukturmuster wurde auch in der Kanalrhodopsin-Mutante C128T beobachtet [257]. Da durch die Mutationen die reguläre und korrekte Retinalbindung beeinträchtigt zu sein scheint, ist in den Mutanten die Bildung eines derartigen Nebenproduktes begünstigt. Gestützt wird die Hypothese dadurch, dass es in verschiedenen Proteinpräparationen zu unterschiedlich hohen Ausprägungen dieser Feinstrukturbanden kommt. Besonders unter Verwendung älterer Retinallösungen, in welchen tendenziell der Retinolanteil durch die längere Lagerzeit erhöht sein kann, sind die Signale vermehrt zu beobachten (siehe Anhang Abb. 5.6).  
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3.4.6.2 Blitzlichtphotolyse an Cr-HKR1-D239E  Mit Hilfe von laserspektroskopischen Messungen wurden zeitaufgelöste Differenzspektren der Mutante D239E für den jeweiligen Übergang aus dem Rh-Bl- in den Rh-UV-Zustand sowie aus dem Rh-UV- in den Rh-Bl-Zustand aufgenommen. Die Ergebnisse dieser Messungen wurden mit den äquivalenten Daten des Wildtypproteins verglichen (siehe Abb. 3.15 bis 3.18), um eventuelle Auswirkungen der Mutation auf die photochemischen Abläufe zu ermitteln. Es wurden die zeitlichen Absorptionsänderungen von 1 µs bis 1 s nach der Anregung durch den jeweiligen Laserblitz verfolgt.  
a) Konvertierung von Rh-Bl nach Rh-UV in Cr-HKR1-D239E Zunächst wurde die Blitzlichtphotolyse für den Übergang aus der Rh-Bl-Form in die Rh-UV-Form der Mutante D239E untersucht.  
 Abb. 3.42 Ergebnisse der Blitzlichtphotolyse an Cr-HKR1-D239E (Rh-Bl → Rh-UV). Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Differenzspektren (Licht-minus-Dunkel) von 1 µs bis 1 s nach der 480 nm-Laseranregung (A und B) sowie die Differenzspektren zu den Zeitpunkten t1 = 1 µs (C), t 2= 0,3 ms (D) und t3 = 3,1 ms (E) nach Laseranregung.  Während des Rh-Bl-nach-Rh-UV-Überganges können Absorptionsunterschiede beobachtet werden, die auf die Existenz von zwei frühen rotverschobenen Photointermediaten hindeuten. Diese Tatsache konnte auch in den Wildtypmessungen gezeigt werden (vgl. Abschnitt 3.4.2.1). 
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Die Differenzspektren der beiden Intermediate in D239E zeigen allerdings spektrale Verschiebungen im Vergleich zu den im Wildtyp ermittelten Spektren. Es kann zu Beginn der D239E-Messung eine erhöhte Absorption bei 558 nm und eine negative Amplitude bei 465 nm festgestellt werden (Abb. 3.42 C). Im weiteren Verlauf ist eine leichte Verschiebung des Absorptionsmaximums nach 565 nm zu erkennen, ohne dass die Lage der negativen Amplitude verändert wird (Abb. 3.42 D), bevor es zur massiven Zunahme der Absorption bei 380 nm mit einem Ausbleichen bei ca. 480 nm kommt (Abb. 3.42 E).  Mit Hilfe der globalen Analyse wurden die Daten ausgewertet [172], [283] und die einzelnen enthaltenen Komponenten mit den korrespondierenden Übergangskinetiken untersucht.  
 Abb. 3.43 Globale Analyse der Blitzlichtphotolyse-Daten an Cr-HKR1-D239E (Rh-Bl → Rh-UV) Errechnete EADS (A) und ihr zeitlicher Verlauf (B) aus der globalen Analyse für den Übergang Rh-Bl nach Rh-UV in Cr-HKR1-D239E; im Vergleich wurde der zeitliche Verlauf der EADS im Wildtyp aufgetragen (gepunktete Linien in B)  Die globale Analyse des Rh-Bl-nach-Rh-UV-Überganges in der Mutante D239E ergab wie im Wildtyp die Existenz von mindestens drei verschiedenen zeitlichen Komponenten. Diesen können drei evolutionsassoziierte Differenzspektren (EADS) zugeordnet werden, welche in Annäherung den enthaltenen spektralen Komponenten entsprechen (Abb. 3.43 A). Das erste EADS zeigt den ground state bleach (GSB) als negative Amplitude bei ungefähr 465 nm und ein induziertes Absorptionsmaximum bei 558 nm. Dieses erste Photoprodukt ist zu Beginn der Messung (1 µs nach der Laseranregung) schon vollständig ausgebildet, und es ist wie in der Wildtypmessung im Vergleich zum Rh-Bl-Ausgangszustand durch eine bathochrome Verschiebung gekennzeichnet. Aus diesem P558-Intermediat entwickelt sich das zweite EADS mit einer Zeitkonstante von ungefähr 28 µs. Das zweite Photointermediat weist einen GSB wie in EADS1 bei ca. 465 nm auf und sein Absorptionsmaximum ist leicht nach 565 nm verschoben. Die zweite Komponente zeigt einen Übergang in den Rh-UV-Zustand mit einer Zeitkonstante von ca. 1,9 ms, dessen Entstehung diesen Teil der Photoreaktion beendet. Das Absorptionsmaximum des ersten berechneten EADS ist im Vergleich zum Wildtyp-P550 um 8 nm bathochrom verschoben. Das zweite beobachtete Photointermediat hingegen ist im Vergleich zum Wildtypprotein um ca. 5 nm hypsochrom verschoben. Durch die geringere spektrale Distanz der beiden Photointermediate zueinander ist der Übergang von Intermediat I (P558; Abb. 3.42 C) zu Intermediat II (P565; Abb. 3.42 D) in der Mutante weniger eindeutig ersichtlich. Wie in den Wildtypmessungen ist das finale Photoprodukt dieser Reaktionsrichtung bzw. dieser Photozyklushälfte der Rh-UV-Zustand mit dem Absorptionsmaximum bei 380 nm (Abb. 3.42 E).  
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Der GSB ist übereinstimmend mit dem Absorptionsmaximum des Rh-Bl-Zustandes in D239E gegenüber dem Wildtyp leicht hypsochrom (480 nm) verschoben. Zusätzlich zu den leichten Abweichungen der Absorptionsmaxima der Photointermediate im Vergleich zum Wildtyp (487 nm nach 479 nm in Rh-Bl, P550 nach P558 und P570 nach P565), ist eine Änderung der zeitlichen Abläufe zu verzeichnen. Der Zerfall des ersten Intermediates P558 und die Bildung des zweiten Intermediates P565 sind verglichen mit den analogen Übergängen im Wildtyp deutlich von 2,5 ms auf 28 µs beschleunigt. Auch die Bildung des Rh-UV-Zustandes verläuft bei der Mutante mit der Zeitkonstante von 1,9 ms deutlich schneller als im Wildtyp (27 ms). Daraus wird ersichtlich, dass die eingeführte Mutation Auswirkungen auf die Photozyklus-Abläufe hat, was die Wichtigkeit dieser Aminosäure-Position unterstreicht.  
b) Konvertierung von Rh-UV nach Rh-Bl in Cr-HKR1-D239E In einem weiteren Ansatz wurde der Rh-UV-nach Rh-Bl-Übergang mit Hilfe von laser-spektroskopischen Analysen untersucht (Abb. 3.44).   
 Abb. 3.44 Ergebnisse der Blitzlichtphotolyse an Cr-HKR1-D239E (Rh-UV → Rh-Bl). Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Differenzspektren (Licht-minus-Dunkel) von 1 µs bis 1 s nach der 400 nm-Laseranregung (A und B) sowie die Differenzspektren zu den Zeitpunkten t1 = 1 µs (C), t 2 = 0,3 ms (D) und t3 = 3,1 ms (E) nach Laseranregung.  
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Der Verlauf dieser Reaktion (Rh-UV-nach-Rh-Bl) wird wie im Wildtyp von der Entwicklung des Rh-Bl-Zustandes dominiert. Das bedeutet, dass im zeitlichen Verlauf des hier verfolgten Zeitrahmens ähnliche spektrale Eigenschaften wie im Ausgangsspektrum des Rh-UV-Zustandes bis zur Bildung des Rh-Bl-Zustandes vorhanden sein müssen (Abb. 3.44 A, B). So zeigt das erste Spektrum zu Beginn der Messung zum Zeitpunkt t1=1 µs nach der Laseranregung nur geringe Abweichungen von der Nulllinie (Abb. 3.44 C). Im weiteren zeitlichen Ablauf wird das Ausbleichen des Grundzustandes bei 380 nm und die Absorptionszunahme bei 479 nm ersichtlich (t2 bei 0,3 ms; Abb. 3.44 D und t3 bei 3,1 ms; Abb. 3.44 E). Diese Absorptions-eigenschaften bleiben über einen langen Zeitraum bis zum Ende der Messung bei 1 s nach der Laseranregung erhalten.  
 Abb. 3.45 Globale Analyse der  Blitzlichtphotolyse-Daten an Cr-HKR1-D239E (Rh-UV → Rh-Bl) I. Errechnete EADS (A) und zeitlicher Verlauf der Komponenten (B) aus der globalen Analyse für den Übergang Rh-UV nach Rh-Bl für Cr-HKR1-D239E; im Vergleich wurde der zeitliche Verlauf der EADS im Wildtyp aufgetragen (gepunktete Linien in B)  Die in der globalen Analyse ermittelten EADS ergeben ebenfalls eine Ausgangskomponente, welche in dem hier beobachteten Zeitrahmen kaum von der Nulllinie und demnach dem Rh-UV als Ausgangsspektrum abweicht. Aus diesem wird, ohne spektral sichtbares Zwischenprodukt, das EADS2 gebildet, welches den GSB bei 380 nm und ein Absorptionsmaximum bei 479 nm aufweist und den stabilen Rh-Bl-Zustand der Mutante repräsentiert (Abb. 3.45 A). Der Verlauf dieser Reaktion ist im Vergleich zum Rh-UV-nach-Rh-Bl-Übergang des Wildtypproteins (2,1 ms) deutlich auf 0,3 ms beschleunigt (Abb. 3.45 B). Sowohl im Wildtypprotein als auch in der Mutante ist nicht ganz klar, ob dieser Reaktions-Verlauf zwischen 1 µs und 1 s nach Laseranregung (Rh-UV-nach-Rh-Bl) tatsächlich nur von einer zeitlichen Komponente für den Übergang aus dem Ausgangs- und den Endzustand abhängig ist (vgl. Abschnitt 3.4.2.1 b). Eine alternative Modellierung der Daten ergibt die Existenz von je zwei zeitlichen Komponenten, deren dazugehörende EADS sich aufgrund ihrer spektroskopischen Eigenschaften nicht eindeutig voneinander unterscheiden lassen (Abb. 3.46).   
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 Abb. 3.46 Globale Analyse der Blitzlichtphotolyse-Daten an Cr-HKR1-Wildtyp und D239E (Rh-UV → Rh-Bl) II. Errechnete EADS und ihre Entstehungszeitkonstanten aus der globalen Analyse mit drei Komponenten für den Übergang Rh-UV nach Rh-Bl für Cr-HKR1 und Cr-HKR1-D239E  Für die Daten des Wildtyps (Abb. 3.46 A) ergibt diese Form der Analyse die Bildung der beiden EADS2 und EADS3 mit Zeitkonstanten von 0,1 ms bzw. 3,4 ms. Beide EADS haben sehr ähnliche spektroskopische Eigenschaften. Allerdings zeigt sich die Absorption des EADS2 etwas verbreitert im Vergleich zum EADS3. Das EADS2, welches mit einer Entstehungszeitkonstante von 0,1 ms die schnelle Komponente darstellt, besitzt einen deutlich geringeren Anteil an der Gesamtreaktion als das EADS3, welches die langsamere Komponente (Entstehungszeitkonstante von 3,4 ms) dieser Reaktion darstellt. Diese Verteilung führt zu der Zeitkonstante von 2,1 ms im Gesamtverlauf der Reaktion (siehe Abb. 3.18). In der Mutante D239E ist die Situation verändert (Abb. 3.46 B). Hier ist der absorptive Anteil der schnellen Komponente (EADS2) deutlich erhöht, was für die Beschleunigung der Gesamtreaktion auf 0,3 ms im Vergleich zum WT verantwortlich sein könnte. Die Werte der einzelnen Zeitkonstanten unterscheiden sich hingegen nur wenig von denen des WT. Die schnellere Komponente besitzt in Mutanten- und Wildtypmessung eine nahezu identische Zeitkonstante. Die langsame Komponente weist in der Mutante eine leichte Beschleunigung der Zeitkonstante auf 2,1 ms auf.  Ob die Existenz der schnellen und langsamen zeitlichen Komponente im Zusammenhang mit den beiden sowohl im Rh-UV als auch im Rh-Bl identifizierten Retinalspezies stehen könnte (vgl. Abschnitte 3.4.3 und 3.4.5) muss noch geklärt werden. Es kann aus diesen Analysen ebenfalls nicht geschlossen werden, welche der beiden Spezies die schnellere und welche die langsamere Komponente bilden würde. Die beobachtete Beschleunigung der Reaktionsabläufe in der Mutante D239E könnte dafür sprechen, dass die Mutation zu einer Änderung der Retinal-zusammensetzung in der Probe führt. Resonanz-Raman-Messungen der Mutante erbrachten diesbezüglich allerdings keine Aufklärung. Die unter Hintergrundbelichtung bei Raum-temperatur aufgenommenen Spektren der Mutante D239E unterscheiden sich in ihren Bandenmustern nicht eindeutig von den äquivalenten Spektren des Wildtypproteins (siehe Anhang Abb. 5.7). Um diesen Umstand weiter zu verfolgen und die sekundären photochemischen Effekte durch die kontinuierliche Belichtung zu vermindern, wären RR-Messungen bei Tieftemperaturen an der Mutante notwendig. Insgesamt kann man festhalten, dass die Substitution des Aspartats durch ein Glutamat an der Aminosäure-Position 239 deutliche Auswirkungen auf die Photoreaktionen des Rhodopsinteils von Cr-HKR1 hat. Dies betrifft die Absorptionseigenschaften (Abb. 3.41) und auch die kinetischen Kennwerte der lichtaktivierten Übergangsreaktionen zwischen den einzelnen 
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Photointermediaten (Abb. 3.42 bis 3.46). Das bedeutet, dass die Mutation zwar die im Wildtyp beobachteten Photoreaktionen nicht unterbindet aber dass durch die Verlängerung der Aminosäureseitenkette eine Änderung der spezifischen Interaktionen in der Retinalbindetasche wahrscheinlich ist. Die grundlegenden Eigenschaften von Wildtyp und Mutante sind noch einmal in Tabelle 3.4 zusammengefasst.   Tabelle 3.4 Absorptionsmaxima und apparente Zerfallszeitkonstanten der Absorptionszustände und Photointermediate in Cr-HKR1-Wildtyp und D239E-Mutante  Wildtyp Mutante D239E 
λmax τ (Zerfall) λmax τ (Zerfall) 
Rh-Bl 487 nm < 1 µs 479 nm < 1µs 
Intermediat I 550 nm 2,5 ms 558 nm 28 µs 
Intermediat II 570 nm 27 ms 565 nm 1,9 ms 
Rh-UV 380 nm < 1 µs 380 nm < 1 µs 
Rh-UV‘    ca. 380 nm 2,1 ms    ca. 380 nm 0,3 ms   
3.4.7 FT-IR-Spektroskopie an Cr-HKR1-WT und Cr-HKR1-D239E Um weitere Informationen über die photozyklusbedingten Änderungen im Protein im Allgemeinen und die Aufgabe der Aminosäure D239 im Besonderen zu erhalten, wurden infrarotspektroskopische Untersuchungen durchgeführt. Für die Infrarot (IR)-Messungen müssen die Moleküle ein veränderbares bzw. induzierbares Dipolmoment aufweisen, was in den Resonanz-Raman-Untersuchungen nicht der Fall ist. Diese Methode kann als Ergänzung zu den Resonanz-Raman-Untersuchungen angesehen werden, da im Gegensatz zu den chromophorspezifischen RR-Bandenmustern in den Infrarotuntersuchungen bestimmte strukturelle Änderungen im Protein verfolgt werden können.  Alle FT-IR-spektroskopischen Messungen wurden an der Technischen Universität Berlin in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. P. Hildebrandt durchgeführt. Die Aufnahme der Spektren erfolgte unter der Leitung von Dr. F. Velázquez-Escobar. Die Auswertung und Diskussion der Spektren wurde in enger Zusammenarbeit mit der AG Hildebrandt vorgenommen. In den Messungen sollten proteinstrukturelle Eigenschaften der stabilen Zustände Rh-UV und Rh-Bl in Cr-HKR1 sowie deren Unterschiede aufgeklärt werden. Hierfür wurden die FT-IR-Differenzspektren aus dem lichtinduzierten Übergang vom Rh-UV in den Rh-Bl-Zustand gebildet. Dies wurde sowohl für die Wildtypprobe als auch für die Mutante D239E durchgeführt. Ein Ziel war die Identifizierung spezifischer durch die Mutation bedingter Änderungen des Bandenmusters. Es interessiert insbesondere die Änderung des Protonierungs-zustandes von Aminosäuren mit freien Carboxyl-Gruppen, da diese als Gegenion und Protonakzeptor der Schiff’schen Base eine wichtige Funktion einnehmen können [272], [294]. Es konnte in Vorexperimenten gezeigt werden, dass sich die in den FT-IR-Differenzspektren sichtbaren Signale zwischen Rh-Bl-nach-Rh-UV-Konvertierung und Rh-UV-nach-Rh-Bl-Konvertierung nicht unterscheiden und in spiegelbildlichen spektralen Mustern resultieren (nicht gezeigt).   
                                                                                                                                   Ergebnisse 
147  
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Änderungen während der Konversion vom Rh-UV-Zustand in den Rh-Bl-Zustand für den Wildtyp und die Mutante D239E aufgenommen. Sie sind im Folgenden als Differenzspektren dargestellt (Abb. 3.47). Es werden demnach Modifikationen während der Reisomerisierung des Retinals und der Reprotonierung der Schiff’schen Base verfolgt.   
 Abb. 3.47 FT-IR-Spektroskopie an Cr-HKR1-Wildtyp und der Mutante D239E I. FT-IR-Differenzspektren der stabilen Absorptionszustände in Cr-HKR1-Wildtyp (A) und Cr-HKR1-D239E (B). Aufgetragen wurden die Änderungen vom jeweiligen Rh-UV-Zustand (negative Signale) in den jeweiligen Rh-Bl-Zustand (positive Signale). Für das Wildtypprotein wurde die Messung in H2O (schwarze Linie) und D2O (rote Linie) aufgenommen. Die Absorptionsspektren der übergangsrelevanten Absorptionszustände wurden zur Verdeutlichung der dargestellten Prozesse aufgetragen.  Im gezeigten Wellenzahlenbereich des FT-IR-Differenzspektrums zwischen 1100 cm-1 und 1800 cm-1 sind deutliche Differenzbandenmuster für den Wildtyp (Abb. 3.47 A) und die Mutante (Abb. 3.47 B) zu erkennen. Es wird in beiden Fällen unterschieden zwischen den negativen Differenzbanden, welche die spezifischen Banden des Ausgangszustandes Rh-UV repräsentieren und den positiven Differenzbanden, welche die charakteristischen Signale des lichtinduziert erzeugten Rh-Bl-Zustandes darstellen. Die Spektren lassen sich in verschiedene Wellenzahlenbereiche einteilen [183], [295], [296]. So sind in der Region niedrigerer Wellenzahlen, zwischen 1100 cm-1 und 1400 cm-1, wie auch in den Resonanz-Raman-Spektren, die charakteristischen fingerprint-Signale mit den C-C-Streckschwingungsmoden des Chromophors zu finden. Im Unterschied zu den RR-Spektren erscheinen diese Chromophorbanden in den FT-IR-Spektren als Differenzsignale. Sie sind nur in den Absorptionszuständen mit einer protonierten Schiff’schen Base deutlich ausgeprägt [183].  
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In deprotonierten Spezies treten sie meist nicht oder lediglich mit geringer Intensität in Erscheinung. Zwischen 1500 cm-1 und 1700 cm-1 liegt der Amid-Schwingungsbereich des Spektrums. Dieser wird unterteilt in den Amid I-Bereich (1600 cm-1-1700 cm-1; Streckschwingungen der C=O- und C-N-Gruppen) und den Amid II-Bereich (1500 cm-1-1600 cm-1; in-plane Biegeschwingungen der N-H-Gruppen, Streckschwingungen der C-N- und C-C-Gruppen). Die Intensitäten und Positionen der Amid-Differenz-Banden sind charakteristisch für bestimmte Änderungen der Sekundärstrukturmerkmale im Proteinrückgrat in den verschiedenen Absorptionszuständen. Die Amid I-Banden bilden die intensivsten Signale des Spektrums. Die hochfrequente COOH-Region des Spektrums (1700 cm-1-1800 cm-1) ist für die Determinierung des Protonierungszustandes wichtiger Aminosäuren mit freien Carboxyl-Gruppen interessant, da in Retinalproteinen reversible Protonierungsreaktionen von Aminosäuren mit Carboxyl-Seitenketten (Aspartat oder Glutamat) in der Retinalbindetasche meist eine wichtige Rolle im Photozyklus spielen. Die C=O-Streckschwingungen der protoniert vorliegenden (sauren) Carboxylgruppen ergeben in den FT-IR-Messungen Signale im Bereich zwischen 1700 cm-1 und 1800 cm-1. Es können somit die Protonierungsreaktionen einzelner Aminosäuren in den Differenzspektren verfolgt werden [185]. Die hohen Schwingungsfrequenzen der protonierten Carboxyl-Gruppen verhindern signifikante Überschneidungen mit Signalen anderer funktioneller Gruppen des Spektrums. Die Banden sind H/D-sensitiv und können nach H/D-Austausch anhand ihrer Verschiebung als COOH/COOD-Gruppe verifiziert werden. Für die genauere Analyse und den Vergleich der Signale wurden die Teilbereiche des Spektrums in vergrößerter Form aufgetragen (Abb. 3.48).  
 Abb. 3.48 FT-IR-Spektroskopie an Cr-HKR1-Wildtyp und der Mutante D239E II. Vergrößerte Darstellung der C-C-Regionen (A und D), der Ethylenstreckschwingungs- und Amid-Regionen (B und E) sowie der Carboxyl-Regionen (C und F) aus den FT-IR-Differenzspektren von Abbildung 3.47 für den Cr-HKR1-Wildtyp (WT) und die Mutante D239E. Die hohe Intensität des negativen Signals bei 1726 cm-1 im WT-Spektrum zusammen mit einer leichten Asymmetrie (Asymm.= Asymmetrie oder Schulter bei 1731 cm-1) könnte auf eine Überlagerung von zwei Banden in diesem Bereich hindeuten. 
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Wildtyp Die FT-IR-Differenz-Spektren des Wildtyps zeigen für den Übergang aus der Rh-UV- in die Rh-Bl-Form positive Signale im C-C-(fingerprint)-Bereich des Spektrums zwischen 1100 cm-1 und 1300 cm-1 (Abb. 3.48 A). Das weitgehende Fehlen negativer Signale in dieser Region ist kennzeichnend für den Übergang aus einem Zustand mit deprotonierter RSB in einen Zustand mit protonierter RSB, wie es für die Rh-UV-nach-Rh-Bl-Konvertierung der Fall ist (vgl. RR-Analyse). Es sind C-C-Streckschwingungsbanden des Rh-Bl-Zustandes bei 1161 cm-1, 1195 cm-1, 1207 cm-1 und 1249 cm-1 (all-trans-spezifisch) sowie 1168 cm-1, 1181 cm-1 und 1198 cm-1 (13-
cis-spezifisch) zu erkennen. Die Vielzahl der Banden charakterisiert übereinstimmend mit den RR-Auswertungen die vorliegende Mischung von 13-cis- und all-trans-Retinal im Rh-Bl-Zustand. Korrelierend damit lassen sich die den beiden Retinalspezies zugeordneten N-H-ip-Schaukelschwingungen beobachten. Bei 1335 cm-1 liegt die N-H-ip-Mode des 13-cis-Retinals (Abb. 3.47 A). Die hohe Signalintensität im Bereich von 1245 cm-1 stellt die all-trans-assoziierte N-H-ip-Schaukelschwingung dar (vgl. Abschnitt 3.4.6.1). Überschneidend mit dieser Schwingungsmode ist bei ca. 1249 cm-1 noch ein weiteres positives Signal zu finden, das in Bakteriorhodopsin BR568 als Kombination einer Lysin-CH2-Schwingung und der C12-C13-Streckschwingung zugeordnet werden konnte [114]. Das Signal ist spezifisch für den all-trans-Anteil des Retinals. Nach H/D-Austausch verlieren beide N-H-ip-Moden stark an Signalintensität durch die isotopeninduzierte Verschiebung der N-D-ip-Schaukelschwingungen zu niedrigen Frequenzen (siehe RR-Messung Abb. 3.30). Die mit der all-trans-N-H-ip-Mode überlappende Lysin-CH2/C12-C13-Bande bei 1249 cm-1 bleibt bestehen. Eine weitere Auswirkung des H/D-Austausches betreffen die C-C-Banden. Hier kommt es wie schon in den RR-Spektren festgestellt zu einer Abschwächung der 13-cis-spezifischen und einer Verstärkung der all-trans-spezifischen Signale (1195 cm-1, 1207 cm-1, 1249 cm-1), was ein Hinweis auf eine D2O-induzierte Verschiebung des Isomerengleichgewichtes zum all-trans-Retinal ist. In der Amid-Region (1500 cm-1-1700 cm-1) sind die größten Differenzbanden des Spektrums im Amid I-Bereich (1600 cm-1-1700 cm-1) zu erkennen (Abb. 3.48 B). Die intensivste negative Differenzbande liegt bei 1661 cm-1 und muss ein charakteristisches Signal des deprotonierten Rh-UV-Zustandes darstellen. Schwächere positive Signale, welche vermutlich spezifisch für den Rh-Bl-Zustand sind, liegen bei 1625 cm-1, 1646 cm-1 und 1676 cm-1. Es kommt in diesem Bereich zu Überlagerungen mit den C=N(+)-H-Streckschwingungsmoden der protonierten RSB, welche in den RR-Spektren bei 1652 cm-1 und 1633 cm-1 identifiziert werden konnten. Aufgrund der intensiven Amid I-Signale werden sie allerdings in den FT-IR-Spektren nicht deutlich ersichtlich. Nach H/D-Austausch kann ein Intensitätszuwachs der Bande bei 1625 cm-1 beobachtet werden, welcher aus der Verschiebung der C=N(+)-H-Streckschwingungen von 1652 cm-1 (all-trans) und 1633 cm-1 (13-cis) zu dem C=N(+)-D-Streckschwingungssignal bei ca. 1625 cm-1 (in D2O überwiegend all-trans) resultieren könnte, wie sie auch in den RR-Spektren beobachtet wurde. Im Amid II-Bereich des Spektrums (1500 cm-1-1600 cm-1) kommt es zu Überschneidungen mit den C=C-Streckschwingungssignalen des Chromophors, welche in den FT-IR-Messungen ebenfalls nur in den Absorptionszuständen mit protoniert vorliegender RSB deutlich ausgeprägt sind. In den FT-IR-Spektren treten die C=C-out-of-phase-Schwingungen des Retinals stärker in Erscheinung, da sie IR-aktiv sind. Im Gegensatz dazu sind sie nur schwach Raman-aktiv und in den RR-Spektren meist als Mode mit geringer Intensität identifizierbar [138], [287]. Die Raman-aktiven C=C-in-phase-Moden, welche die intensiven C=C-Banden in den RR-Spektren bilden, sind dagegen IR-inaktiv. Beim Übergang aus dem deprotonierten Rh-UV-Zustand in den protonierten Rh-Bl-Zustand ist ein deutliches positives Signal bei 1536 cm-1 zu erkennen, welches mit der C=C-out-of-phase-Schwingung der 13-cis-Retinal-Komponente in den RR-Spektren übereinstimmt. Das all-trans-assoziierte C=C-Signal, kann hingegen nicht als positive Bande identifiziert werden.  
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Die out-of-phase-Mode des all-trans-Anteils wurde in den RR-Spektren bei 1561 cm-1 lokalisiert (vgl. Abschnitt 3.4.5). Vermutlich wird es durch das relativ breite, intensive negative Amid II-Signal bei 1553 cm-1 überlagert. Nach H/D-Austausch kommt es zu einer deutlichen Abschwächung der 13-cis-assoziierten C=C-Bande bei 1536 cm-1. Gleichzeitig erscheint ein schwaches Signal bei 1561 cm-1, welches die all-trans-assoziierte out-of-phase-Mode repräsentieren könnte. Dies stützt die Hypothese, dass es zu einer D2O-induzierten Erhöhung des all-trans-Anteils unter Reduzierung des 13-cis-Anteils im Rh-Bl-Zustand kommt. Für den Übergang von Rh-UV nach Rh-Bl in Cr-HKR1 sind deutliche Signale in der COOH-Region zu beobachten (Abb. 3.47 C). Es existiert ein intensives negatives Signal bei 1726 cm-1. Die ungewöhnlich hohe Intensität des Signales zusammen mit dem Auftreten einer leichten Asymmetrie bei 1731 cm-1 könnte auf eine Überlagerung von zwei C=O-Streckschwingungsmoden in diesem Bereich hindeuten. Zusätzlich liegt ein positives Signal bei 1741 cm-1. Nach H/D-Austausch werden die Banden in Richtung niedriger Frequenzen verschoben. Hierbei wird die Zweiteilung des negativen Signales etwas deutlicher, da nach dem Austausch eine Mode bei 1721 cm-1 mit einer schwachen Schulter bei 1716 cm-1 zu erkennen ist. Nicht ganz eindeutig ist die Herkunft der schwachen Signale bei 1703(-) cm-1 und 1709(+) cm-1. Es ist nicht klar ersichtlich, ob es sich ebenfalls um C=O-Moden handeln könnte. Die Bande bei 1694 cm-1 stammt hingegen wahrscheinlich nicht von einer freien Carboxyl-Gruppe, da sie keine Sensitivität bezüglich des H/D-Austausches zeigt. Sie könnte ein sehr hochfrequentes Amid I-Signal darstellen. 
Mutante D239E Es wurde auch für die Cr-HKR1-Mutante D239E das FT-IR-spektroskopische Differenzspektrum des Überganges aus dem Rh-UV-Zustand in den Rh-Bl-Zustand aufgenommen. Das Bandenmuster im Spektrum der Mutante weist insgesamt große Übereinstimmungen mit dem WT-Spektrum auf (Abb. 3.47 B). Es ergeben sich dennoch Abweichungen, die in der Betrachtung der einzelnen spektralen Regionen näher erläutert werden sollen (Abb. 3.48). In der C-C-
(fingerprint)-Region (Abb. 3.48 D) können positive Signale, die C-C-Streckschwingungsbanden des Rh-Bl-Zustandes, beobachtet werden (1162 cm-1, 1168 cm-1, 1182 cm-1, 1194 cm-1, 1197 cm-1 und 1249 cm-1). Es sind auch hier charakteristische Banden für eine all-trans- und für eine 13-
cis-Konfiguration des Retinals vorhanden. Darüber hinaus können wie im Wildtyp-Spektrum die beiden N-H-ip-Schaukelschwingungen bei 1249 cm-1 (all-trans-Retinal, überlappend mit der Lysin-CH2/C12-C13-Mode) und bei 1336 cm-1 (13-cis-Retinal; Abb. 3.47 B) identifiziert werden. Daher kann auch im Rh-Bl-Zustand der Mutante von einer Mischung aus den Isomeren all-trans- und 13-cis-Retinal ausgegangen werden. Die unterschiedlichen Intensitäten einzelner Banden in Wildtyp- und D239E-Spektrum könnten ein Hinweis darauf sein, dass in der Mutante das Gleichgewicht zu einem der Isomeren verschoben ist. Durch das Vorliegen der Signale als Differenzbanden ist es jedoch schwierig, einzelne Bandenintensitäten exakt zuzuordnen und zu bestimmen, wie sich die Isomerensituation von der im Wildtyp unterscheidet. Für eine explizite Aussage wären weitere Analysen bezüglich der Chromophorkonfiguration in der Mutante notwendig. Die Differenzbanden in der Amid-Region werden durch die Mutation nur wenig beeinflusst (Abb. 3.48 E). Die Orientierung der Signale verhält sich wie im Wildtypspektrum. Der Amid I-Bereich wird auch in D239E von einem negativen Signal bei 1659 cm-1 dominiert, welches etwas breiter ausgeprägt ist und eine etwas geringere Intensität aufweist als es im Wildtyp der Fall ist. Die positiven Signale bei 1624 cm-1 und 1641 cm-1 sind um wenige Wellenzahlen zu niedrigen Frequenzen verschoben und sind leicht in ihrer Intensität reduziert. In der Amid II-Region kommt es wie schon im Wildtyp zur Überschneidung mit den C=C-Streckschwingungsbanden des Retinals. Als deutliche positive Bande ist das Signal bei 1533 cm-1 zu erkennen.  
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Dieses kann vermutlich äquivalent zur 1536 cm-1-Bande im Wildtypspektrum dem C=C-Streckschwingungssignal der out-of-phase-Mode des 13-cis-Retinalanteils zugeordnet werden. Bei 1569 cm-1 ist ein schwaches Signal vorhanden, welches vermutlich die C=C-out-of-phase-Mode des all-trans-Anteils im Rh-Bl-Zustand darstellt. Die all-trans-C=C-Streckschwingungs-mode wird auch in der Mutante von einem negativen Amid II-Signal bei 1553 cm-1 überlagert. Durch die Verschiebung der all-trans-assoziierten C=C-out-of-phase-Bande um +7 cm-1 in D239E ist die Distanz zu dem Amid II-Signal etwas vergrößert im Vergleich zum Wildtypspektrum, so dass es in der Mutante zu einer im Differenzspektrum identifizierbaren all-trans-Mode kommt. Da die FT-IR-Messungen der Mutante nur in H2O aufgenommen wurden, kann über den möglichen Effekt eines H/D-Austausches auf die Chromophorkonfiguration keine Aussage getroffen werden. In der COOH-Region soll durch den D→E-Austausch an Aminosäure-Position 239 eine exakte Zuordnung der freien Carboxyl-Gruppe zu einem der beobachteten C=O-Signale erfolgen (Abb. 3.48 F). Die Mutation müsste im Idealfall eine Verschiebung der Schwingungsfrequenz durch veränderte Wechselwirkungen nach sich ziehen, ohne die eigentliche Funktion/Aufgabe der Aminosäure im Photozyklus zu beeinträchtigen. Beim Vergleich der C=O-Banden von Wildtyp und der Mutante D239E wird deutlich, dass die positive Bande bei 1741 cm-1 eine identische Positionierung in beiden Spektren aufweist. Die Mutation beeinflusst demnach die Lage dieser Bande nicht sichtbar. Eine Änderung wird in der Mutante bei der negativen Bande in diesem Bereich beobachtet, welche im Wildtyp bei 1726 cm-1 liegt, sehr intensiv ausgeprägt ist und daher möglicherweise stark mit einem weiteren negativen Signal überlappt. Das negative Signal ist in der Mutante deutlich verbreitert, so dass es wahrscheinlich zwei negativen C=O-Moden zugeordnet werden kann, die ungefähr bei 1720 cm-1 und bei 1731 cm-1 liegen.  Eine ausdrücklich vorläufige Interpretation dieser Daten wird wie folgt vorgenommen: Die Banden bei ca. 1731(-)/1741(+) cm-1 könnten ein Differenzbandenpaar repräsentieren, welches die Umorientierung einer C=O-Gruppe bei dem Übergang aus dem Rh-UV- in den Rh-Bl-Zustand signalisiert, die sowohl im Rh-UV-Zustand als auch im Rh-Bl-Zustand protoniert vorliegt. Dies resultiert in der geringen spektralen Distanz von 10 cm-1 des negativen und des positiven Signals zueinander als Folge der veränderten Wechselwirkungen dieser Carboxyl-Gruppe mit der Umgebung in den verschiedenen Zuständen. Es ist im Wildtyp ebenso vorhanden und wird infolge des H/D-Austausches nach 1721(-)/1734(+) cm-1 verschoben. Die negative Bande des Differenzbandenpaares (bei 1731 cm-1) überschneidet aber im Wildtyp mit dem zweiten negativen Signal und bildet die intensive Bande bei 1726 cm-1 mit der leichten Asymmetrie. Eine signifikante Änderung bewirkt die Mutation bei der zweiten negativen Bande in diesem Bereich, die nicht zu dem Differenzbandenpaar gehört. Sie ist in D239E nach 1720 cm-1 verschoben, weswegen sie deutlicher isoliert von der Bande bei 1731 cm-1 vorliegt. Der Einfluss der Mutation auf diese Bande lässt also vermuten, dass es sich bei dem Signal bei 1726 cm-1 im Wildtypspektrum (1716 cm-1 in D2O) um eine Bande handelt, die sich aus zwei C=O-Moden zusammensetzt: Einerseits ist die C=O-Streckschwingung des D239 enthalten, welche in D2O nach 1716 cm-1 und im Spektrum der Mutante als C=O-Mode von E239 nach 1720 cm-1 verschoben ist. Den zweiten Teil der negativen Bande bildet das negative Signal des Differenzbandenpaares, welches im Wildtyp nur als leichte Asymmetrie bei 1731 cm-1 beobachtet werden kann und in D2O nach 1721 cm-1 verschoben ist. Die D239-Mode im Wildtyp und die E239-Mode in der Mutante sind spezifisch für den Rh-UV-Zustand, da sie bei Bildung des Rh-Bl-Zustandes verschwinden.   
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Das würde bedeuten, dass die entsprechende Carboxyl-Gruppe im Rh-UV-Zustand protoniert vorliegt und im Zuge der Reprotonierung der Schiff’schen Base, bei Bildung des Rh-Bl-Zustandes, deprotoniert wird. Damit im Einklang steht das gleichzeitige Auftreten einer Bande bei    1396 cm-1 (Wildtyp; Abb. 3.47 A) bzw. bei 1391 cm-1 (Mutante; Abb. 3.47 B).  Hierbei könnte es sich um die symmetrische COO--Streckschwingung handeln, welche von der deprotonierten Seitenkette des D239 (Wildtyp) bzw. des E239 (Mutante) ausgeht. In einem ähnlichen Wellenzahlenbereich (ca. 1390-1410 cm-1) konnte die COO--Streckschwingung des deprotonierten D85 in Bakteriorhodopsin beobachtet werden [185], [293]. Ob es sich bei den relativ schwachen Signalen bei 1703(-)/1709(+) cm-1 um ein zusätzliches C=O-Differenz-bandenpaar handelt, ist unklar. Diese Signale werden von der D239E-Mutation kaum beeinflusst und sind ebenso im Wildtyp vorzufinden. Aufgrund der fehlenden D2O-Messung der Mutante müssen diese Zuordnungen noch weiterführend bestätigt werden.                     
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3.5 Spektroskopische Analysen der Rhodopsin-Domäne von 
Ostreococcus tauri Histidinkinase-Rhodopsin (Os-HKR) Aufgrund der interessanten Ergebnisse und Besonderheiten, die bei den spektroskopischen Analysen von Cr-HKR1 erhalten wurden (siehe 3.4), sollten andere Vertreter der HKRs auf Gemeinsamkeiten untersucht werden. Im Folgenden werden die spektroskopischen Analysen des Os-HKR aus Ostreococcus tauri dargestellt. Auch für die spektroskopischen Untersuchungen von Os-HKR wurde nur das Rhodopsin-Fragment (Os-HKR-Rh) des Proteins eingesetzt. Es konnte erfolgreich in Pichia pastoris exprimiert, aufgereinigt und in Detergenz solubilisiert werden (siehe Abschnitt 3.3.1). Es wird der Vereinfachung halber für das untersuchte Rhodopsin die allgemeine Bezeichnung Os-HKR verwendet. Teile der Daten zur Salzabhängigkeitsanalyse der Os-HKR-Mutanten wurden in enger Zusammenarbeit mit Kathrin Glass (AG Hegemann, HU Berlin) im Rahmen ihrer Bachelor-Arbeit generiert.  
3.5.1 Grundlegende UV/Vis-spektroskopische Untersuchungen Nach der heterologen Expression und Aufreingung wurde das Os-HKR-Rhodopsin (Abb. 3.49) auf einem SDS-Gel über Coomassie-Färbung visualisiert. Es ist eine Hauptbande bei ca. 40 kDa zu erkennen (Abb. 3.49 B), die mit der theoretisch errechneten Größe des rekombinanten Proteins übereinstimmt. Die Existenz von wenigen schwachen Nebenbanden signalisiert das Erreichen eines zufriedenstellenden Reinheitsgrades der Probe durch die Affinitätschromatographie. Auffällig ist allerdings, dass eine schwächere Bande direkt unterhalb der Hauptbande zu beobachten ist. Die beiden Banden könnten die Folge von verschiedenen Glykosylierungsgraden in der Probe sein [262], da im Rhodopsinteil von Os-HKR eine mögliche N-Glykosylierungsposition liegt (siehe 2.3) und die Glykosylierung veränderte Laufeigenschaften des Proteins im SDS-Gel zur Folge hat. Für zukünftige Kristallisationsexperimente müsste diese Tatsache berücksichtigt werden, da eine diesbezüglich heterogene Probe für eine hochqualitative Kristallisation hinderlich sein könnte. Die aufgereinigte, solubilisierte Os-HKR-Probe wurde im UV/Vis-Spektrometer vermessen, um erste Eindrücke über die Absorptionseigenschaften der Rhodopsin-Domäne zu erlangen. Hierbei wurden Spektren im dunkeladaptierten Zustand und nach Belichtung im Wellenlängenbereich zwischen 250 nm und 650 nm dokumentiert (Abb. 3.49 A). Alle nachfolgenden Messungen wurden, sofern nicht anders vermerkt, in HEPES-Puffer (pH 7,8 und 0,1 M NaCl) durchgeführt.   
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 Abb. 3.49 Erstanalyse der rekombinanten Os-HKR-Rhodopsin-Domäne. Absorptionsspektrum von Os-HKR (A) in HEPES-Puffer (pH 7,8 und 0,1 M NaCl in 0,03 % DDM) im dunkeladaptierten Zustand (schwarze Linie) sowie nach einer einminütigen Belichtung (500 nm) und Coomassie-gefärbtes SDS-Gel der aufgereinigten Os-HKR-Rhodopsin-Domäne (ca. 2 µg; B)  Das Absorptionsspektrum von dunkeladaptiertem Ostreococcus tauri Os-HKR weist ein Absorptionsmaximum bei 505 nm mit einer schwach ausgeprägten Schulter bei 460 nm auf. Nach Belichtung mit Licht einer Wellenlänge, die im Absorptionsmaximum des Dunkelzustandes liegt (1 min, 500 nm LED), entsteht ein blauverschobenes Intermediat mit einem Maximum bei 396 nm. Zusätzlich fällt ein Anstieg der Absorptionsintensität im rotverschobenen Bereich relativ zum Dunkelzustand auf (ca. 560 nm).  
 Abb. 3.50 Absorptionsänderungen in Os-HKR nach Belichtung mit Grünlicht. Spektraler Verlauf der Regeneration des Dunkelzustandes vom Zeitpunkt direkt nach der Belichtung bis 20 min nach Belichtungsende (A) und Licht-minus-Dunkel Differenzspektren direkt nach Belichtung (B) sowie nach einer einminütigen Dunkeladaptationsphase (C).  
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Betrachtet man den zeitlichen Verlauf der Absorption nach Belichtung genauer, sind zwei langlebige Intermediate zu erkennen: das blauverschobene Intermediat, welches während der Belichtung seine Maximalintensität erreicht und ein rotverschobenes Intermediat, welches erst nach Beendigung der Belichtungsphase während der Dunkeladaptation seine maximale Intensität erlangt. Dieses rotverschobene intermediat wird besonders im Differenzspektrum ca. 1 min nach Abschluss der Belichtung deutlich (Abb. 3.50 C). Während der Zerfall des blauverschobenen Intermediates einen eindeutigen isosbestischen Punkt bei 430 nm aufweist, kann im roten Wellenlängenbereich des Absorptionsspektrums ein solcher nicht beobachtet werden. Eine vollständige Regeneration des 505 nm-absorbierenden Dunkelzustandes, ist nach ungefähr 30-40 min erreicht. Das Ausmaß der Anreicherung der verschiedenen Photointermediate wird stark durch die Wellenlänge des eingestrahlten Lichtes beeinflusst.   
 Abb. 3.51 Belichtungsabhängige Absorptionsänderungen I von Os-HKR. Absorptionsspektren von Os-HKR nach einminütiger Belichtung mit Licht einer Wellenlänge von 530 nm (A) bzw. 450 nm (B). Die Insets zeigen die lichtinduzierten Differenzspektren.  Die einminütige Belichtung des Proteins mit kurzwelligem Blaulicht (400-450 nm, 1 min, Abb. 3.51 B) bewirkt eine Akkumulation des rotverschobenen Intermediates, welches ein Absorptionsmaximum bei ca. 560 nm und keine ersichtliche Feinstruktur aufweist. Langwelliges Grünlicht (530-550 nm, 1 min, Abb. 3.51 A) hingegen induziert verstärkt die Bildung des blauverschobenen Intermediates, mit einem Absorptionsmaximum von ca. 396 nm und einer schwach ausgeprägten Feinstruktur, deren Vibrationsbanden bei ca. 382 nm und 418 nm liegen. Besonders deutlich wird dieses Verhalten, wenn verschiedene Lichtquellen miteinander kombiniert verwendet werden (Abb. 3.52). Das blauverschobene langlebige Intermediat wird im Folgenden als P400-Zustand/-Intermediat und das langlebige rotverschobene Intermediat wird als P560-Zustand/-Intermediat bezeichnet. 
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 Abb. 3.52 Belichtungsabhängige Absorptionsänderungen II von Os-HKR. Absorptionsspektren nach einer Belichtung bzw. nach zwei nacheinander erfolgenden einminütigen Belichtungsphasen mit Lichtquellen verschiedener Wellenlängen (480 nm Licht A, 480 nm dann 400 nm Licht B, 400 nm Licht C, 400 nm dann 580 nm Licht D).  Während die alleinige Verwendung von Licht mit einer Wellenlänge von 480 nm zu einer Mischung aus den beiden langlebigen Intermediaten P400 und P560 sowie dem Dunkelzustand führt (Abb. 3.52 A), kann eine nachgeschaltete Belichtung mit 400 nm (Abb. 3.52 B) ein Ausbleichen des P400-Intermediates und eine starke Akkumulation des P560-Intermediates induzieren. Auch die alleinige Nutzung einer Lichtquelle von 400 nm (Abb. 3.52 C) führt zu einer starken Akkumulation des rotverschobenen Photoproduktes (P560). Dieses kann ebenfalls durch das nachgeschaltete Belichten mit einer langwelligen Lichtquelle (580 nm) ausgeblichen werden, wobei der P400-Zustand angereichert wird (Abb. 3.52 D). Der Anteil der Probe, der sich im Dunkelzustand befindet wird durch das langwellige Licht nicht bzw. wenig beeinflusst. Wird das rotverschobene Intermediat durch kurzwelliges Licht akkumuliert, kann in der Folge auch im roten Wellenlängenbereich des Spektrums das Auftreten eines isosbestischen Punktes (530 nm) während der Dunkelregeneration beobachtet werden. Es wird dadurch eine homogene Ausgangssituation geschaffen, was die zeitliche Überlagerung verschiedener Prozesse eliminiert. Der bei 505 nm absorbierende Dunkelzustand kann lichtinduziert nicht angereichert werden. Er kann sich ausschließlich über eine Dunkeladaptationsphase regenerieren. Diese Tatsachen lassen sich auch kinetisch darstellen unter Beobachtung der Änderung der Absorptionsintensität einer bestimmten Wellenlänge im Zeitverlauf. Dies konnte sowohl während als auch nach Beendigung der Belichtung erfolgen. Die aufgenommenen Wellenlängenspuren repräsentieren näherungsweise den Zeitverlauf des Auftretens der verschiedenen langlebigen Intermediate von Os-HKR.  
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Die Absorptionszunahme bzw. -abnahme bei 400 nm und 380 nm stellen die Bildung und den Zerfall des P400-Intermediates dar, während die Absorptionsspuren bei 580 nm und 600 nm den Zeitverlauf der Bildung und des Zerfalls des rotverschobenen Intermediates (P560) beschreiben. Hierbei kommt es allerdings vermutlich zu Überlagerungen mit dem Ausbleichen und der Regeneration des D505-Zustandes. Die Absorptionsspuren bei 380 nm und 600 nm wurden in den Doppelbelichtungsexperimenten gewählt, um Veränderungen der Daten durch einfallendes Streulicht während der Belichtung mit 400 nm und 580 nm zu minimieren. Um Einflüsse aufgrund größerer Temperaturdifferenzen zu verhindern wurde die Probe in der Küvette konstant auf 20 °C temperiert.  
 Abb. 3.53 Belichtungsabhängige Absorptionsänderungen III von Os-HKR-Kinetiken. Kinetische Änderungen der Absorption bei 400 nm (A) bzw. 580 nm (B) unter Grünlicht-Einfluss (530 nm), die Änderung der Absorption bei 580 nm unter Blaulicht-Einfluss (480 nm C bzw. 400 nm D) und Änderung der Absorption bei 600 nm (E) bzw. bei 380 nm (F) unter alternierendem Blau-und Orangelicht-Einfluss. Die Zeitpunkte und Dauer der jeweiligen Belichtung wurden farbig hinterlegt.    
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Wird die Proteinprobe mit Licht mit einem Emissionsmaximum von 530 nm belichtet, erkennt man einen Anstieg der Absorption bei 400 nm während der Belichtungsphase. Das zugrunde liegende Intermediat (P400) zerfällt ohne weitere Lichteinwirkung mit einer Zeitkonstanten von wenigen Minuten (Abb. 3.53 A). Verfolgt man die Absorption bei 580 nm, verzeichnet man während der Belichtung mit grünem Licht eine Abnahme der Absorption, durch das gleichzeitige Ausbleichen des D505-Zustandes. Nach Belichtungsende ergibt sich eine Zunahme der Absorption bis über den Nullwert hinaus mit einer Zeitkonstante von etwas unter 1 min (Abb. 3.53 B). Wird Blaulicht (480 nm) verwendet, zeigt sich zunächst ein kurzes Ausbleichen und anschließend ein Anstieg der Absorption bei 580 nm noch während der Belichtung (Abb. 3.53 C). Die Absorptionszunahme bei 580 nm setzt sich nach Beendigung der Belichtungsphase mit 480 nm fort. Unter kurzwelligem Blaulichteinfluss (400 nm, Abb. 3.53 D) wird ein direkter Anstieg der Absorption bei 580 nm während der Belichtung induziert. Das P560-Intermediat wird während der Belichtung maximal akkumuliert. Nach Belichtungsende erfolgt der Zerfall von P560. Dieser Zerfall (von P560) kann stark beschleunigt und verstärkt werden, indem eine zusätzliche langwellige Belichtung (580 nm) erfolgt (Abb. 3.53 E). Gleichzeitig wird hierbei die Bildung von P400 induziert (Abb. 3.53 F). In der anschließenden Dunkelphase kann die Abnahme von P400 (Abb. 3.53 F) und eine Zunahme von P560 (Abb. 3.53 E) beobachtet werden.  Die lichtinduzierte Akkumulation verschiedener Intermediate ist wahrscheinlich auf sekundäre photochemische Prozesse während der langen Belichtungszeiten zurückzuführen. Demnach käme es nicht direkt aus dem Dunkelzustand zu einer vermehrten Bildung des P400 bzw. des P560, sondern die Anreicherung dieser Intermediate ist eine Folge des aktive Ausbleichens und des daraus resultierenden lichtinduziert beschleunigten Übergangs in den jeweils anderen langlebigen Absorptionszustand mit Hilfe der entsprechenden Lichtfarbe.   
3.5.2 Blitzlicht-Photolyse zur Messung langsamer Photozyklen Um diese sekundären photochemischen Prozesse aufzuklären, sollte zunächst mit einfachen Laserexperimenten ausgeschlossen werden, dass verschiedenfarbiges Licht unterschiedliche Auswirkungen auf die direkte Photoreaktion des Dunkelzustandes hat. Hierfür wurde das Protein mit einem einzigen Laserblitz angeregt und die fortlaufende spektrale Entwicklung über einen Zeitraum von 300 ms bis ca. 50 min nach dem Laserblitz verfolgt. Diese Messungen haben den Vorteil, dass durch die kurzen Lichtimpulse (10 ns) sekundäre Photoreaktionen weitgehend vermieden werden können. Es sollte der Effekt verschiedener Anregungswellenlängen auf den Dunkelzustand untersucht werden.  
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 Abb. 3.54 Blitzlichtphotolyse an Os-HKR mit Grünlicht-Anregung. Zeitlicher Verlauf der Differenzspektren von Os-HKR von 300 ms bis ca. 50 min nach einer 500 nm-Laseranregung als 3-D-Plot (A und B). Zur Berechnung der Daten als Differenzspektren wurden jeweils zehn gemittelte Dunkelspektren von den einzelnen Messpunkten subtrahiert und der Verlauf in Abhängigkeit von der Zeit aufgetragen. Die Blaue Farbe indiziert Absorptionsintensitätsverlust und rote Farbe indiziert Absorptionsintensitätsgewinn im Vergleich zu den Dunkelspektren. Einzeldifferenzspektren zu den Zeitpunkten t1 = 10 s (C) und t2 = 102 s (D) nach dem Laserpuls.  Nach der Anregung von Os-HKR mit einem 500 nm Laserpuls (Abb. 3.54 A und B) treten grundsätzlich die gleichen langlebigen Intermediate auf, wie sie in den UV/Vis-Messungen im Spektrometer beobachtet wurden (siehe Abschnitt 3.5.1). Das erste auf dieser Zeitskala gebildete Intermediat weist ein Absorptionsmaximum bei ca. 400 nm auf. Dieses erreicht seine maximale Absorptionsintensität ca. 5-10 s nach dem Laser-Blitz (Abb. 3.54 C). Das zweite langlebige Photoprodukt besitzt ein Absporptionsmaximum bei ca. 560 nm und erreicht seine maximale Intensität ca. 100 s nach Anregung des Proteins (Abb. 3.54 D). Der ausgeblichene Dunkelzustand (GSB = ground state bleach) bei 505 nm ist nach einer 30-minütigen Dunkel-adaptationsphase weitgehend regeneriert. Das Experiment wurde mit Laserpulsen verschiedener Wellenlängen wiederholt (440 nm, 525 nm und 550 nm; Abb. 3.55).  
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 Abb. 3.55 Blitzlichtphotolyse an Os-HKR mit verschiedenen Wellenlängen. Zeitlicher Verlauf der Differenzspektren von 300 ms bis ca. 50 min nach einem Laserpuls von 440 nm (A), 525 nm (B) und 550 nm (C). Die Einzelspektren zeigen die Differenzspektren zu den Zeitpunkten t1 = 10 s (jeweils oben) und t2 = 102 s (jeweils unten) nach Anregung durch den Laser.  Vergleicht man die Ergebnisse aus den unterschiedlichen Laseranregungen, so kann man in allen Datensätzen den grundsätzlich gleichen sequenziellen spektralen Verlauf beobachten. Es kommt zum Ausbleichen des Dunkelzustandes D505, das Hauptintermediat nach 10 s ist der P400-Absorptionszustand und nach ca. 50-100 s wird das P560-Intermediat gebildet. Unterschiede sind allerdings in der Datenqualität zu erkennen, was die Effektivität der Probenanregung der jeweiligen Laserwellenlänge widerspiegelt. So kann das 550 nm-Laserlicht (Abb. 3.55 C) die Proteinreaktion weniger effizient aktivieren als das Laserlicht von 500 nm und 525 nm, durch die stärkere Verschiebung der Laserlinie relativ zum Absorptionsmaximum des Dunkelzustandes. Hierdurch wird ein schlechteres Signal-zu-Rauschen-Verhältnis in den Daten erreicht. Des Weiteren kann in dieser Messung ein Basisliniendrift festgestellt werden, der ebenso dazu beiträgt, dass das P560-Intermediat in den Differenzspektren weniger stark ausgeprägt erscheint. Zu Beginn des Reaktionsverlaufes kann man an der ausgeblichenen Region erkennen, dass nicht nur der Dunkelzustand, sondern zusätzlich dazu die rotverschobene Region betroffen ist. Wahrscheinlich können die Restabsorptionen des P560-Intermediates, die zu Beginn der nächstfolgenden Laseranregung nach 50 min Messung noch bestehen, durch das langwellige Licht mit angeregt werden. Abgesehen davon wird grundsätzlich durch die direkte Anregung des Dunkelzustandes, unabhängig von der Farbe (dem Energiegehalt) des Lichtes, immer die gleiche primäre Reaktion herbeigeführt. Es werden wahrscheinlich frühe Photoprodukte gebildet, die auf dieser Zeitskala nicht aufgelöst werden [92], [170], [282]. Diese zeigen einen Übergang in das erste langlebige Intermediat P400.  
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Zeitlich darauf folgend wird das zweite langlebige Intermediat P560 aus dem P400 gebildet und der Dunkelzustand wird regeneriert. Diese Abläufe finden im zeitlichen Rahmen von Sekunden und mehreren Minuten statt. Eine genaue Analyse der zeitlichen Abläufe folgt (siehe Abschnitt 3.5.3.4). Demnach müssen die unterschiedlichen Auswirkungen der verschiedenen Lichtfarben unter Langzeitbelichtung (Abschnitt 3.5.1) auf sekundäre Anregung der zuvor gebildeten Intermediate zurückzuführen sein. Somit führt das Ausbleichen des P400 durch kurzwelliges Licht zu einer photochemischen Konvertierung zum P560. Während durch langwelliges Licht P560 quantitativ in den P400 überführt wird. Dies konnte in den UV/Vis-Messungen im Spektrophotometer schon näherungsweise gezeigt werden (Abb. 3.51 und 3.52).  Ein zusätzlicher Nachweis für diese Hypothese wurde mit einer weiteren Laser-Messung erbracht, in welcher das durch eine kurze LED-Belichtung (1 s, 500 nm) hervorgerufene P400-Intermediat mit einem kurzwelligen Laser-Puls angeregt wird.   
 Abb. 3.56 Blitzlichtphotolyse an Os-HKR zur sekundären Anregung von P400. Spektrale Entwicklung von Os-HKR nach Anregung (1 s) durch eine 500 nm-LED (A) allein bzw. nach einer zusätzlichen 355 nm-Laseranregung (B) 0,5 s nach der LED-Belichtung. Die durch den UV-Laser ausgelöste Netto-Reaktion ist in Annäherung durch eine Subtraktion der Daten ohne Laser von den Daten mit Laser dargestellt (C und D). Zusätzlich sind die Absorptionsänderungen zum Zeitpunkt 0,1 s nach dem 355 nm-Laserpuls dargestellt (E).   
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Die Messung nach reiner LED-Belichtung von 500 nm mit der Dauer von 1 s (Abb. 3.56 A) resultiert in einem ähnlichen Datenbild, wie es auch nach Anregung mit einem 500 nm-Laserpuls festzustellen war (vgl. Abb. 3.54). Das Ausbleichen des Dunkelzustandes D505 und die Entstehung der beiden langlebigen Intermediate (P400 und P560) sind zu erkennen. Festzuhalten ist, dass sich die zeitliche Angabe des Messbeginns (0,1 s) auf den Zeitpunkt des potentiellen Laserpulses bezieht, mit dem Ziel, vergleichbare Datensätze für die Messungen mit und ohne Laserpuls zu erhalten. So liegt die Anregung des Dunkelzustandes durch die LED aufgrund der Belichtungsdauer von 1 s und einer Pause on 0,5 s insgesamt 1,5 s weiter zurück ohne dass dies in der Darstellung sichtbar wird. Da mit diesem Experiment aber nicht primär die Entstehung und der exakte Verlauf der Intermediate untersucht werden soll, sondern das Ziel ist, Informationen über die Schaltbarkeit des P400 zu gewinnen, ist das in diesem Fall unproblematisch. Bei der Messung mit zusätzlichem Laserpuls ist eine vermehrte Anreicherung des P560 festzustellen. Allerdings ist der Laserpuls nicht effektiv genug, als dass es zu einem vollständigen Ausbleichen des zuvor gebildeten P400 führen würde. Gründe dafür könnten die verringerte Laser-Leistung bei kurzen Wellenlängen und eine vermutlich niedrigere Quantenausbeute des P400-Zustandes sein. Zusätzlich ist das Emissionsmaximum des Laserpulses von 355 nm im Vergleich zum Absorptionsmaximum des P400 hypsochrom verschoben, woraus eine geringere Absorptionseffizienz folgt. Besonders anschaulich wird der Effekt der Laseranregung auf das P400, wenn man die Datensätze der Messung ohne zusätzlichen Laserpuls von den Datensätzen der Messung mit zusätzlichem Laserpuls subtrahiert (Abb. 3.56 C und D). Hier wird eine Abnahme der Absorption bei 400 nm und eine gleichzeitige Zunahme der Absorption bei 560 nm deutlich. Das bedeutet, es findet eine aktive photochemische Konvertierung des P400 in das P560 statt. Dieser lichtinduzierte Übergang ist stark beschleunigt im Vergleich zur thermischen Bildung des späten P560-Intermediates. Zum Zeitpunkt 0,1 s nach dem kurzwelligen Laserpuls befindet sich bereits ein großer Teil der durch das Licht angeregten Probe in dem P560-Zustand, während der rein thermische Übergang in einem zeitlichen Rahmen von 1-2 min abläuft (Abb. 3.54). Mögliche frühe Intermediate während der Photokonvertierung von P400 in das P560 können in diesem Zeitfenster der Messung nicht aufgelöst aber auch nicht ausgeschlossen werden. In dem Doppeldifferenzspektrum (Abb. 3.56 C) sieht es so aus, als wäre der Zerfall des lichtinduzierten P560 beschleunigt. Wahrscheinlich ist dieser Effekt auf die Subtraktion des zu dem späteren Zeitpunkt unter beiden Bedingungen (mit und ohne zusätzlichen Laser) gebildeten P560 zurückzuführen.  Zusammenfassend kann man festhalten, dass in Os-HKR zwei langlebige Intermediate (P400 und P560) zu finden sind, die eine Lebensdauer von mehreren Minuten aufweisen. In der dunkeladaptierten Probe liegt das Protein hauptsächlich im D505-Dunkelzustand vor. Die deutliche Blauverschiebung des P400-Zustandes verglichen mit dem Dunkelzustand und die Ähnlichkeit des Absorptionsmaximums mit dem M-Zustand in BR weisen auf eine deprotonierte Schiff’sche Base in Os-HKR-P400 hin. Die bathochrome Verschiebung des P560-Intermediates ist hingegen ein Anzeichen darauf, dass strukturelle Abweichungen zum Dunkelzustand bestehen, die Schiff’sche Base aber protoniert vorliegt [168], [288], [297]. Ob diese Absorptions-verschiebungen zwischen P560 und D505 auf unterschiedlichen Retinalkonfigurationen beruhen oder andere strukturelle Abweichungen dafür verantwortlich sind, wird in den schwingungsspektroskopischen Analysen erörtert (siehe Abschnitt 3.5.5). Das Auftreten derartiger deprotonierter und protonierter Spezies im Rahmen eines Rhodopsin-Photozyklus ist nicht ungewöhnlich. Die langen Lebensdauern dieser Intermediate sind hingegen zumeist nicht zu finden [171], [282]. Die Langlebigkeit führt dazu, dass ein effektives lichtinduziertes Schalten zwischen den beiden langlebigen Intermediaten P400 und P560 in beide Richtungen möglich ist. Eine Anregung des Proteins im P400-Zustand durch kurzwelliges Licht hat eine beschleunigte Konvertierung nach P560 zur Folge (Abb. 3.52 B und C, Abb. 3.53 D, E und F, Abb. 3.56).  
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Eine Anregung des P560 mit langwelligem Licht bewirkt hingegen einen Übergang aus P560 nach P400 (Abb. 3.52 D, Abb. 3.53 E und F). Diese Konvertierung findet ohne vorherige Bildung des D505-Zustandes statt, wie in Abschnitt 3.5.4.2 deutlich wird. Die Frage nach eventuell existierenden kurzlebigen frühen Intermediate während dieser Übergänge, kann mit diesen Messungen nicht geklärt werden. Hierfür wären Pump-Probe-Experimente notwendig (siehe Abschnitt 3.4.2.2). Der Übergang in den bzw. die Regeneration des D505-Dunkelzustandes kann nur thermisch, also ohne weitere Lichteinwirkung, erfolgen. Während der zu Beginn von Abschnitt 3.5 gezeigten Messungen mit langen Belichtungszeiten kommt es demnach neben der Anregung des Dunkelzustandes, in Abhängigkeit von der Wellenlänge des verwendeten Lichtes, auch zur Anregung der langlebigen Absorptionszustände, wodurch die effiziente Anreicherung der Intermediate erfolgt.  
3.5.3 Kinetik-Messungen - photozyklische Prozesse in Os-HKR  
3.5.3.1 Einzelspurkinetiken In den folgenden Messungen sollte anhand von Langzeit-Kinetiken ein initialer Überblick über die enthaltenen Zeitkonstanten und die zeitlichen Zusammenhänge zwischen den Intermediaten gewonnen werden. Es wurden zunächst die Absorptionsänderungen einzelner Wellenlängen im Zeitverlauf verfolgt. Die Wellenlängen richteten sich nach den Absorptionsmaxima der zu vermessenden Photointermediate. Diese wurden auf 400 nm für das blauverschobene Intermediat und 500 nm für die Dunkelzustandsregeneration festgelegt. Zur Vermessung des P560-Intermediates wurde eine um +20 nm (gemessen am Absorptionsmaximum) verschobene Absorptionsspur gewählt, um Überlagerungen mit den spektralen Änderungen des D505-Zustandes zu minimieren. Es wurde mit Hilfe verschiedener Belichtungsschemata untersucht, inwiefern sich die Entwicklungen der Spezies untereinander beeinflussen.  
 Abb. 3.57 Einzelspurkinetiken der belichtungsbhängigen Absorptionsänderungen in Os-HKR. Beispielkinetiken der langlebigen Intermediate während und nach Belichtung mit 480 nm. Die Säulendiagramme zeigen gemittelte τ-Werte und Standardabweichungen aus den Kinetiken (n = 3-5) für den Zerfall der langlebigen Intermediate P400 (A) und P560 (B) sowie der Regeneration des Dunkelzustandes (C) nach verschiedenen Belichtungsschemata (480 nm Licht: blau, 400 nm Licht: violett; 480+400 nm Licht violett+blau). Zur Vereinfachung der Darstellung wurden nur die apparenten Zeitkonstanten für den P560-Zerfall und für die D505-Regeneration nach kurzwelliger Belichtung abgebildet (Insets B und C).   
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Während die Absorptionsänderung bei der Wellenlänge von 400 nm nur unter einer Belichtungssituation (480 nm) aufgenommen wurde, zeigen sich die errechneten τ-Werte für den Zerfall von P560 und für die Regeneration des Dunkelzustandes D505 stark beeinflusst durch die Belichtungsfarben. Diese sollten unterschiedliche Ausgangssituationen in der Probe herbeiführen. Unter Belichtung mit 480 nm sollte eine Akkumulation des P400 induziert werden, ohne die Entstehung des rotverschobenen Intermediates photochemisch essentiell zu beeinflussen. In der zweiten Belichtungssituation wurde entweder ausschließlich oder zusätzlich zu dem 480 nm-Blaulicht eine kurzwellige Belichtung von 400 nm verwendet. Hierbei wurde das rotverschobene P560-Intermediat lichtinduziert akkumuliert.   Die Einzelspurkinetiken für den Zerfall des blauverschobenen Intermediates (P400) lassen sich mit Hilfe einer bi-exponentiellen Funktion beschreiben (Abb. 3.57 A). Diese zeigt eine Abhängigkeit von einer schnelleren Komponente mit einer Zeitkonstanten (τ1) von ca. 2,3 min (79 % Anteil an der Gesamtkinetik) und von einer langsamen Komponente (τ2 von >10 min), deren Einfluss auf die Gesamtkinetik ca. 21 % beträgt. Die Kinetiken für die Abnahme des rotverschobenen Intermediates (P560) konnten nicht einheitlich modelliert werden. Es ist teilweise eine Abhängigkeit von einer und in anderen Fällen eine Abhängigkeit von zwei zeitlichen Komponenten gegeben. Die Werte der errechneten Zeitkonstanten sind, wie bereits erwähnt, stark von der jeweiligen Ausgangssituation abhängig. Der Zerfall nach einer Belichtung mit 480 nm erfolgt entweder monoexponentiell mit einer apparenten Zeitkonstante von >10 min oder bi-exponentiell mit einer kleineren Zeitkonstante von ca. 4,5 min (45 %) und einer größeren Zeitkonstante von ca. 12-13 min (55 %). Wird eine kurzwellige Belichtung gewählt (400 nm allein oder 480 + 400 nm Licht), mit der das P400 ausgeblichen und das P560 
angereichert wird, ist der apparente τ-Wert für den P560-Zerfall auf ca. 8 min beschleunigt (Abb. 3.57 B). In den Kinetiken mit bi-exponentiellem Zerfall hat die kleinere Zeitkonstante einen Wert von ca. 4 min und ihr Anteil an der Gesamtkinetik ist mit 60-65 % leicht erhöht. Die größere Zeitkonstante besitzt einen Wert von ca. 10 min und bildet einen Anteil von ca. 35-40 % an der kinetischen Funktion. Ähnlich verhält es sich mit der Regeneration des Dunkelzustandes (Abb. 3.57 C). Nach Belichtung mit 480 nm-Licht erfolgt die Regeneration bi-exponentiell mit 
einer schnelleren Zeitkonstante (τ1 ca. 2,4 min) welche die Gesamtkinetik zu zwei Drittel 
beeinflusst und einer langsamen Komponente (τ2) von ca. 12-15 min, die einen Einfluss von ungefähr einem Drittel auf die Regenerationskinetik hat. Nach kurzwelliger Belichtung zeigt sich die Regeneration ebenfalls beschleunigt und lässt sich mit einer apparenten Zeitkonstante von ca. 8 min beschreiben. Dabei kann sowohl für den Zerfall von P560 als auch für die Kinetik des D500 kein Unterschied festgestellt werden hinsichtlich der ausschließlichen oder zusätzlichen Applikation von kurzwelligem Licht. Entscheidend für die Beschleunigung der jeweiligen Reaktion ist ein möglichst vollständiges lichtinduziertes Ausbleichen von P400 und somit effizientes Akkumulieren von P560.  Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Belichtungsparametern erklären sich folgendermaßen: Kurzwellige Belichtung induziert durch eine annähernd vollständige Akkumulation des rotverschobenen P560-Intermediates eine homogene Ausgangssituation, welche den eindeutigen thermischen Übergang aus P560 in den D505-Dunkelzustand 
dokumentieren lässt. Dieser weist eine apparente Zeitkonstante (τapp) von ca. 8 min auf unter den gewählten Bedingungen von 20 °C und einem pH-Wert von pH 7,8. Infolge der Belichtung mit 480 nm Licht wird die Probe hingegen in eine Mischsituation überführt. Der Großteil der Probe wird durch die Belichtung in den blauverschobenen Zustand P400 konvertiert, wobei bereits parallel zur Belichtungsphase der Übergang in das P560-Intermediat stattfinden kann, der aber mit Ende der Belichtung noch nicht abgeschlossen ist (Abb. 3.52 A und 3.53 C).  
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Somit werden das Entstehen und der Zerfall von P560 simultan verfolgt, was einen Anstieg des durchschnittlichen kinetischen Kennwertes für den Zerfall des P560 auf ca. 11 min zur Folge hat. Diese Mischsituation hat ebenso Einfluss auf die Entstehung des Dunkelzustandes, da die Summe der kinetischen Kennwerte/Intermediate die Absorptionsänderung bei 500 nm bestimmt. Ob der Zerfall von P560 und die Regeneration von D505 unter kurzwelligem Lichteinfluss in Abhängigkeit von einer oder zwei zeitlichen Komponenten erfolgen bzw. ob die Verläufe tatsächlich variieren, konnte anhand dieser Daten nicht abschließend bestimmt werden. Es ist denkbar, dass einzelne Komponenten durch die vielen sich überlagernden Prozesse nicht in jeder Messung isoliert voneinander errechnet werden können. Eine mögliche Beeinflussung der Verläufe durch äußere Parameter oder die Belichtung kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden.  Die gezeigten Einzelspur-Kinetik-Experimente weisen Vor-und Nachteile für die Datenanalyse auf. Von Vorteil ist, dass auch während der Belichtung die spektralen Änderungen des Proteins untersucht werden können und dass man eine hohe Zeitauflösung aufgrund geringer zeitlicher Distanz der einzelnen Messpunkte festlegen kann. Ein Defizit dieser Form der Datenaufnahme ist, dass pro Einzelmessung nur die repräsentative Spur eines Intermediates verfolgt werden kann. Man benötigt somit eine große Anzahl langer Messungen und ein dementsprechend großes Probenvolumen, um alle verschiedenen Intermediate mit den verschiedenen Belichtungen zu betrachten. Das ist sowohl ein zeitlich nachteiliger Aspekt als auch nachteilig für die effektive Verwendung der Probe, wodurch eine statistische Analyse erschwert wurde. Ein weiterer Nachteil ergab sich aus der Tatsache, dass jede Wellenlängenspur in diesen Messungen isoliert voneinander betrachtet werden musste. Eine globale Analyse, um die Zusammenhänge zwischen den einzelnen Intermediaten zu ermitteln, war nicht möglich. Des Weiteren konnten schon geringe Abweichungen in den äußeren Parametern einen Einfluss auf die gemessenen Kinetiken haben (siehe Abschnitt 3.5.4). Um eindeutigere Angaben über die zeitlichen Komponenten der entsprechenden Übergänge und ihre Zusammenhänge machen zu können, waren demnach zusätzliche Analysen notwendig. In weiteren Messungen sollten einheitliche Bedingungen der Datenaufnahme für die verschiedenen Intermediate gewährleistet werden, indem der zeitliche Verlauf aller drei langlebigen Intermediate parallel innerhalb der gleichen Messreihe aufgenommen wurde (3.5.3.2). Diese Prozedur sollte zu besser vergleichbaren Ergebnissen führen.  
3.5.3.2 Spektrale Kinetiken In den folgenden Messungen wurde die gesamte spektrale Entwicklung in Form von spektralen Kinetiken nach Belichtung (1 min) über einen Zeitraum von ca. 40 min verfolgt. Dies ermöglichte ein nahezu synchrones Betrachten des Verlaufes der langlebigen Intermediate innerhalb einer Messung sowie eine globale Analyse der ermittelten Daten. Das Schema zu den Messungen und den nachfolgenden Auswertungen ist in Abbildung 3.58 dargestellt.      
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 Abb. 3.58 Schema der Scan-Kinetiken. Schematische Darstellung der langsamen zeitaufgelösten Messungen mit dem UV/Vis-Spektrophotometer und der erhaltenen Differenzspektren im zeitlichen Verlauf (A), den Differenzspektren als Datenmatrix im 3 D-Plot (B) und den aus der zeitlichen Entwicklung der Differenzspektren errechneten Absorptionsdifferenzen einzelner Wellenlängenspuren (C).   Das Dunkelspektrum wurde als Nulllinie festgelegt, so dass die Messungen im UV/Vis-Spektrometer die zeitliche Entwicklung der lichtinduzierten Absorptionsänderungen im Wellenlängenbereich zwischen 350 nm und 630 nm als Differenzspektren ergaben. Unmittelbar nach Aufnahme eines Spektrums wurde automatisiert das nächste Spektrum gestartet. Dies resultierte in einer zeitlichen Abfolge von Differenzspektren (Abb. 3.58 A) welche eine ungefähre zeitliche Auflösung von 3-4 Spektren pro Minute erreichte. Diese konnten mit Hilfe der Datenanalyse-Programme Glotaran bzw. Matlab über den Zeitverlauf geplottet werden (Abb. 3.58 B). Aus den gesamten Spektren wurden die zeitlichen Absorptionsdifferenzen einzelner Wellenlängen in Form von Kinetiken ermittelt (Abb. 3.58 C) und die jeweiligen τ-Werte errechnet.   
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 Abb. 3.59 Erstauswertung der spektralen, belichtungsabhängigen Kinetiken von Os-HKR Übersicht über die Auswertung der langsamen zeitaufgelösten spektralen Kinetiken in Form von Einzelspuren. Es wurden für die Wellenlängen 480 nm, 400 nm und 580 nm die errechneten Zeitverläufe der Absorptionsänderungen nach Belichtung (480 nm Licht: A, 530 nm Licht: B bzw. 400 nm Licht: C) aufgetragen. 
Aus den Kinetiken wurden die entsprechenden τ-Werte ermittelt und als Mittelwerte mit Standardabweichung in einem Säulen-Diagramm aufgetragen (D). Es wurden, sofern erforderlich, Werte aus bi-exponentiellen Funktionen (schmale Säulen im Hintergrund) und daraus errechnete apparente τ-Werte (breite Säulen im Vordergrund) dargestellt. Die genauere Analyse der Kinetiken nach Belichtung mit 480 nm und 530 nm wird in den Abbildungen 3.60-3.62 aufgegriffen.  
400 nm Belichtung Es lässt sich ein klares Ergebnis vor allem aus den Daten nach Belichtung mit kurzwelligem Blaulicht (400 nm) ableiten (Abb. 3.59 C und D; 400 nm Licht). Das akkumulierte rotver-schobene Intermediat P560 (580 nm-Spur) zerfällt bi-exponentiell mit einer kleineren Zeitkonstante von ca. 5,5 min (τ1), die einen Anteil von ungefähr 45 % an der Gesamtkinetik hat. Die größere Zeitkonstante mit einem Anteil von ca. 55 % liegt bei einem Wert von 12-14 min 
(τ2). Insgesamt erhält man einen errechneten apparenten τapp-Wert von ca. 8,5 min. Die Regenerationsdauer des Dunkelzustandes (480 nm Spur) zeigt eine entsprechende apparente 
Zeitkonstante (τapp) von ca. 8 min. Der kleinere darin enthaltene τ1-Wert enspricht mit ca. 5,8 min ebenfalls der kleineren Zerfallskontante der 580 nm-Spur. Die größere Zeitkonstante ist im Vergleich zum P560-Zerfall leicht erhöht auf einen τ2-Wert von ca. 16-18 min. Durch ihren verringerten Anteil an der Gesamtkinetik auf ca. 30 % ergeben sich die fast identischen apparenten Zeitkonstanten für P560-Zerfall und D505-Regeneration. Die Zeitkonstante der Dunkelzustandsregeneration ist unabhängig von der für die Auswertung gewählten repräsentativen Wellenlängenspur. Der zeitliche Verlauf ist nahezu identisch für die Absorptionsänderungen bei 480 nm und bei 505 nm (Abb. 3.59 C, vgl. Abb. 3.63). Diese Tatsachen bestätigen die Vermutung, dass nach kurzwelliger Belichtung ein Übergang aus dem akkumulierten rotverschobenen Intermediat P560 zum Dunkelzustand D505 erfolgt (siehe auch Abb. 3.57).  
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Wahrscheinlich verläuft der Prozess in Abhängigkeit von zwei Komponenten, welche in einer 
Gesamtzeitkonstante (τapp) von ca. 8-9 min resultieren. Ob Abweichungen der jeweils größeren Zeitkonstante von P560 und D505 auf Messungenauigkeiten beruhen oder sie aufgrund ihrer ähnlichen zeitlichen Dimension schlecht exakt von der kleineren Komponente zu differenzieren sind, kann hieraus nicht abgeleitet werden. Die gute Übereinstimmung mit den Ergebnissen aus den Einzelspurkinetikmessungen des P560-nach-D505-Überganges in insgesamt ca. 8 min zeigt, dass der Informationsverlust, bedingt durch die geringere zeitliche Auflösung der spektralen 
Kinetiken, keine große Änderung der τ-Werte zur Folge hat. Der Nachteil dieser Belichtungssituation ist, dass der Zerfall des blauverschobenen Intermediates nicht detektiert werden kann, da dieses durch das kurzwellige Licht bereits vor Messbeginn quantitativ ausgeblichen wird (siehe auch Abb. 3.52 C). Ebenfalls kann die thermische Entstehung des rotverschobenen Intermediates bei kurzwelliger Belichtung nicht nachvollzogen werden, da dieses nach Belichtungsende bereits maximal akkumuliert ist.  
480 nm und 530 nm Belichtung Die Situation stellt sich komplizierter dar nach langwelligeren Belichtungsprotokollen (Abb. 3.59 A und B). Um dieses Phänomen näher zu untersuchen, wurden die Belichtungen mit Wellenlängen von 480 nm und 530 nm gewählt. Unter diesen Bedingungen konnte sowohl der Zerfall des blauverschobenen Intermediates P400 als auch die Entstehung und der Zerfall des rotverschobenen Intermediates P560 verfolgt werden. Die Dokumentation der Entstehung des blauverschobenen P400-Zustandes, ist auf dieser Zeitskala nicht möglich, da dessen Bildung nach der Belichtung mit Start der Messung bereits weitgehend abgeschlossen ist.  Relativ einfach zu beschreiben sind Entstehung und Zerfall des rotverschobenen P560-Intermediates, welches das zweite zu beobachtende langlebige Photoprodukt auf dieser Zeitskala ist. Unter beiden Belichtungsbedingungen (480 nm und 530 nm) ist die P560-Bildung vor Beginn der Datenaufnahme noch nicht abgeschlossen.   
 Abb. 3.60 Zeitverläufe der Absorptionsänderung bei 580 nm. Die Balkendiagramme repräsentieren die errechneten Mittelwerte (n > 5) der kinetischen Kennwerte für die Bildung und den Zerfall von P560 nach Belichtung. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen an. 
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Betrachtet man den zeitlichen Verlauf des P560-Intermediates (Abb. 3.60), so zeigt diese Spezies 
unter beiden Belichtungssituationen einen Anstieg mit einer apparenten Zeitkonstante τapp von ca. 1 min. Der leichte Unterschied im Verlauf zwischen den beiden Belichtungsparametern liegt in der Tatsache begründet, dass während der Belichtung mit 530 nm eine Anreicherung des 560 nm-Intermediates verhindert wird. Denn das relativ langwellige Licht führt zu einer Anregung von P560 und daraus resultierend zum sofortigen wieder Ausbleichen dieses Zustandes. Der spektrale Einfluss des blauen Lichtes (480 nm) auf das P560-Intermediat ist schwächer, weswegen hier bereits während der Belichtung ein effizienter Übergang in diesen Zustand erfolgen kann. Da die Messung erst nach Belichtungsende beginnt, kann dieser Anteil der Entstehungskinetik nicht verfolgt werden. Das P560-Photoprodukt zerfällt unter beiden Bedingungen mit einem apparenten τapp-Wert von ca. 11 min. Dieser entspricht der nach kurzwelliger Belichtung ermittelten größeren Zeitkonstante aus dem bi-exponentiellen Zerfall (Abb. 3.59 C und D). Während der Belichtung mit 480 nm bzw. 530 nm kann somit der kleinere 
τ1-Wert des zuvor analysierten bi-exponentiellen Zerfalls nicht detektiert werden. Der gesamte Zeitverlauf erscheint demzufolge im Vergleich zu den Daten nach einer Anregung mit kurzwelligem Licht (Abb. 3.59 C) um ca. 3 min gedrosselt. Der Grund dafür könnte die noch während der Messung erfolgende P560-Anreicherung simultan zum Zerfall dieses Zustandes sein, was bei einer Belichtung mit kurzwelliger Strahlung nicht der Fall ist. Dadurch könnte die schnellere zeitliche Komponente von der noch stattfindenden Bildungsreaktion überlagert werden, so dass diese hier nicht detektiert werden kann. Das erste auf der Zeitskala dieser Messungen beobachtete Photoprodukt ist das langlebige P400-Intermediat. Die genaue Analyse soll weiteren Aufschluss über den sequenziellen Verlauf der Photoprodukte im Os-HKR-Photozyklus bringen. Erste Berechnungen lassen den Zerfall von P400 zufriedenstellend mit Hilfe einer bi-exponentiellen Funktion beschreiben. Diese besitzt eine kleine Zeitkonstante von ca. 2,5 min und eine größere Zeitkonstante von ca. 14-20 min nach Belichtung mit 480 nm bzw. 530 nm Licht (Abb. 3.59 A, B, D). Der Anteil der großen Zeitkonstante an der Gesamtkinetik beträgt ca. 25-30 %. Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass an diesem Zerfall mehrere Komponenten beteiligt sind und eine Überlagerung mehrerer Prozesse stattfindet. Unter Annahme einer direkten thermischen Konvertierung des ersten langlebigen Intermediates P400 in das zweite langlebige Intermediat P560 (P400-nach-P560-Übergang), kann ein derartiger Prozess anhand dieser Zeitkonstanten nicht erklärt werden. Aufgrund der 
ermittelten Bildung von P560 mit einer apparenten Zeitkonstante τapp von ca. 1 min, müsste der P400-Zerfall ebenfalls mit einer Zeitkonstante von ca. 1 min erfolgen (siehe Entstehung P560 Abb. 3.60). Diese kann unter den genannten Auswertungsbedingungen nicht detektiert werden. Hierbei hilft eine detaillierte Betrachtung besonders der Datensätze aus den Belichtungen mit 530 nm Licht. Einige dieser Datensätze lassen sich tri-exponentiell analysieren und resultieren somit in drei verschiedenen Zeitkonstanten (Abb. 3.61). 
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 Abb. 3.61 Erweiterte Analyse des kinetischen Absorptionsverlaufes bei 400 nm. Beispiel für den Verlauf der Absorption bei 400 nm nach Belichtung mit 530 nm Licht (1 min) und tri-exponentieller Fit. Das Säulendiagramm stellt die drei ermittelten τ-Werte (Mittelwerte aus n > 5 Messungen), 
die prozentualen Anteile an der Gesamtfunktion und die errechnete apparente Zeitkonstante (τapp) dar. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.  Mit Hilfe der tri-exponentiellen Funktion kann der Zerfall des P400 in Abhängigkeit von drei 
Zeitkonstanten beschrieben werden: Der τ1-Wert beträgt ca. 1 min, der τ2-Wert ca. 3,5 min und 
der τ3-Wert ca. 20 min. Daraus ergibt sich eine apparente Zeitkonstante τapp von 4-5 min für den 
Zerfall von P400. Der τ2-Wert hat mit etwa 50 % den größten Anteil an der Gesamtkinetik. Der 
τ1-Wert macht innerhalb dieser Messungen mit ca. 20% den kleinsten Anteil aus. Dieser prozentuale Anteil könnte allerdings aufgrund der geringen Größe der Zeitkonstante im Zusammenhang mit der relativ geringen zeitlichen Auflösung der Messung und der langen Belichtungsdauer vor Beginn der Datenaufnahme verfälscht sein. Das Ergebnis dieser Auswertungen bestätigt die Vermutungen, dass ein Übergang aus dem P400 mit einer Zeitkonstante von ca. 1 min in das rotverschobene Intermediat erfolgt. Dieser Prozess kann 
durch den τ1-Wert beschrieben werden (vgl. Entstehung P560, Abb. 3.60). Durch die beiden zusätzlich enthaltenen langsameren Komponenten findet der Gesamtzeitverlauf des P400-Zerfalls mit einer apparenten Zeitkonstante von 4-5 min statt. Ein direkter P400-nach-P560-Übergang ist demnach anzunehmen, da die Entstehung des P560 der ersten Zeitkonstante von P400 entspricht (ca. 1 min). Die größeren Zeitkonstanten überlagern sich mit dem simultan stattfindenden Zerfall von P560, weswegen erstens die langsameren Bildungskomponenten und zweitens die schnellere Zerfallskomponente von ca. 5 min (τ1) in den Zerfallskinetiken des P560 nicht detektierbar sind (siehe Abb. 3.59 und 3.60). Das Auftreten der dritten Zeitkonstante (τ3 ca. 21 ± 4 min) ist nicht eindeutig zu erklären. Unklar ist, ob diese eine weitere echte Komponente dieser Kinetik darstellt oder ob thermische Rückreaktionen (P560-nach-P400) verantwortlich sein könnten. Möglicherweise ist ihre Präsenz auf Störfaktoren wie Molekül-Fluktuationen innerhalb der Küvette zurückzuführen.  Festzuhalten ist, dass die schnellste Komponente des P400-Zerfalls (τ1 von 1 min) in den meisten aus der 480 nm-Belichtung erhaltenen Datensätzen nicht ermittelt werden kann. Diese Daten können mit einer bi-exponentiellen Funktion beschrieben werden (Abb. 3.59 A und D). 
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Der kleinere τ-Wert beträgt in diesem Fall ca. 2,5 min und der größere τ-Wert beträgt ca. 20 ± 4 min. Dadurch, dass ein sichtbarer Übergang von P400 nach P560 bereits während der 480 nm-Belichtung erfolgt (siehe auch Abb. 3.53 C), kann das Auftreten der schnellsten zeitlichen Komponente nach Messbeginn nur noch beiläufig erfasst werden. Infolge dessen kann diese in den Berechnungen nicht als eigene Komponente beschrieben werden, sondern sie beeinflusst durch ihre Existenz die beiden langsameren Zeitkonstanten. Es kommt wahrscheinlich zu einer Überlagerung der schnellsten Komponente (τ1 von 1 min) mit den τ-Werten der anderen enthaltenen Komponenten (3,5 min und 20 min) der tri-exponentiell gefitteten Daten (530 nm Licht). Den gleichen Effekt kann man beobachten, wenn die Daten der 530 nm-Belichtung bi-exponentiell ausgewertet werden (Abb. 3.59 B und D). Es verbleiben zwei Zeitkonstanten, die etwas kleiner sind (2,1 min und 14 min), als die zweite (τ2 von 3,5 min) und 
dritte (τ3 von ca. 20 min) Komponente der tri-exponentiellen Funktion durch die Überlagerung mit der schnellsten Komponente. Die Regeneration des Dunkelzustandes stellt sich für die Auswertung am schwierigsten dar, da der Dunkelzustand mit seinem Absorptionsmaximum von ca. 505 nm die stärksten spektralen Überschneidungen mit den beiden langlebigen Intermediaten P400 und P560 aufweist. Daher kann es zu Überlagerungen von Prozessen kommen, die eine isolierte Betrachtung der Reaktion nahezu unmöglich macht. Dieser Umstand ist bei 480 nm- und 530 nm-Belichtung gleichermaßen vorzufinden und wird ausführlich am Beispiel der Daten nach einer 530 nm-Belichtung erläutert. Um trotz der beschriebenen Schwierigkeiten, Informationen über die Regeneration des Dunkelzustandes zu erhalten wurden die kinetischen Verläufe verschiedener Wellenlängenspuren ausgewertet und verglichen (Abb. 3.62). Diese wurden so gewählt, dass sie eine möglichst hohe spezifische Absorption der zu messenden Spezies aufwiesen. Gleichzeitig sollte eine größtmögliche Distanz zu den Absorptionsmaxima der anderen langlebigen Spezies gewährleistet sein.  
 Abb. 3.62 Erweiterte Analyse der Dunkelzustandsregeneration von Os-HKR. Beispielkinetiken für die Regeneration des Dunkelzustandes nach 530 nm Belichtung (A) repräsentiert durch die zeitlichen Absorptionsverläufe bei den Wellenlängen 505 nm (grüne Linie), 480 nm (dunkelblaue Linie) und 450 nm (hellblaue Linie). Auswertung der Regeneration des Dunkelzustandes anhand eines Beispiels für den Verlauf der Absorptionsdifferenz bei 450 nm (B). Das Säulendiagramm fasst die aus den verschiedenen Absorptionsspuren ermittelten Zeitkonstanten zur Dunkelzustands-Regeneration zusammen. Dargestellt sind 
die Mittelwerte der errechneten τ-Werte (n > 5) und Standardabweichungen der Kinetiken bei 505 nm (grün), 480 nm (blau) und 450 nm (hellblau).   
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Die Absorptionsspur bei 505 nm repräsentiert die Änderungen im Absorptionsmaximum des Dunkelzustandes. Zusätzlich werden die abgestuft blauverschobenen Absorptionsspuren bei 480 nm und 450 nm verfolgt. Sie sollten eine geringere Beeinflussung durch die Bildungsreaktion des P560-Intermediates aufweisen, zeigen allerdings auch ein insgesamt kleineres Signal, wodurch die Datenqualität negativ beeinflusst wird (Abb. 3.62 A). In der normierten Darstellung der einzelnen Spuren wird deutlich, dass es zu Abweichungen des Verlaufes kommt (Abb. 3.62 A Inset). Die verschiedenen Absorptionsspuren wurden mittels exponentieller Funktionen ausgewertet, wobei konsistent mit dieser Beobachtung abweichende Ergebnisse ermittelt werden, die auf die unterschiedlich stark ausgeprägte Überlagerung mit den Komponenten des P560 zurückgeführt werden können (Abb. 3.62 B).  Die drei verschiedenen Wellenlängenverläufe bei 505 nm, 480 nm und 450 nm lassen sich überwiegend mit Hilfe bi-exponentieller Funktionen beschreiben. Diese beinhalten eine kleinere 
Zeitkonstante τ1 von 2,3 min (505 nm-Spur), 3,4 min (480 nm-Spur) bzw. 4 min (450 nm-Spur) 
und eine größere Zeitkonstante τ2 von jeweils ca. 12 min (505 nm-Spur und 480 nm-Spur) bzw. 13 min (450 nm-Spur). Die kleinere Zeitkonstante hat einen Anteil von 46 % (505 nm-Spur und 450 nm-Spur) bzw. 41 % (480 nm-Spur) an der Gesamtkinetik. Deutlich zu erkennen ist also eine Drosselung der errechneten Reaktionsgeschwindigkeiten mit zunehmender Blau-verschiebung der ausgewerteten Absorptionsspur. Diese Tatsache zeigt sich auch anhand der 
errechneten apparenten Zeitkonstanten τapp. Sie betragen ca. 5,7 min für die 505 nm-Spur, ca. 7,3 min für die 480 nm-Spur und ca. 8,3 min für die 450 nm-Spur. Da ein Übergang von P560 in den Dunkelzustand angenommen wird, würde man vergleichbare Zeitkonstanten für den P560-Zerfall und die Dunkelzustandsregeneration erwarten. Hierbei fällt auf, dass die für die 450 nm-Spur ermittelten Daten gut mit den Werten des reinen Zerfalls von P560 nach kurzwelliger Belichtung übereinstimmen (Abb. 3.59 C und D). Bei der Belichtung mit 530 nm Licht wird in der Zerfallskinetik von P560 nur der größere τ2-Wert sichtbar, da die kleinere Zeitkonstante durch die noch stattfindende Bildungsreaktion überlagert wird (Abb. 3.60). Das resultiert in einer Verlangsamung des beobachteten Gesamtprozesses auf ca. 12 min. In der Dunkelzustandsregeneration (450 nm-Spur) können allerdings auch bei einer 530 nm-Belichtung beide Zeitkonstanten in annähernder Übereinstimmung mit dem reinen P560-Zerfall detektiert werden, da diese Überlagerung hierauf keine bzw. nur wenig Auswirkung hat. Demnach repräsentieren die apparenten Zeitkonstanten des 450 nm-Verlaufes und des reinen P560-Zerfalles von ca. 8,5 min den direkten Übergang des P560-Zustandes in den Dunkelzustand. Es sind zwei zeitliche Komponenten an diesem Prozess beteiligt. Die beiden anderen zum Verständnis der Dunkelzustandsregeneration ausgewerteten Wellenlängenverläufe bei 480 nm und 505 nm liegen stärker bzw. direkt im Absorptionsmaximum des Dunkelzustandes. Ihre Zeitkonstanten zeigen sich allerdings im Vergleich zu den Daten bei 450 nm leicht beschleunigt und stimmen weniger gut mit den Zerfallskinetiken des P560-Zustandes überein. Durch die geringere spektrale Distanz dieser Spuren zum Absorptionsmaximum des 560 nm-Zustandes ist eine Auswirkung der P560-Entstehung auf den beobachteten Absorptionsverlauf wahrscheinlich. Vermutlich wird mit dem Anstieg der Absorption bei 480 nm und in stärkerem Ausmaß bei 505 nm ein Teil der Bildung des P560 nebenher erfasst, so dass es zu einer Beeinflussung der Regenerationskinetik kommt. Daraus resultiert eine Beschleunigung der apparenten Kinetik bei diesen Wellenlängenverläufen. Dieser Einfluss nimmt mit steigender Blauverschiebung der beobachteten Absorptionsspur ab, da der Grad der spektralen Überschneidung mit dem P560 geringer wird. In der 450 nm-Spur ist der Einfluss verhältnismäßig gering, was sich in den, 
verglichen mit den τ-Werten der 480 nm-Spur und der 505 nm-Spur, verlangsamten Zeitkonstanten widerspiegelt. 
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Für die Regeneration des Dunkelzustandes sind keine signifikanten Abweichungen zwischen den aus der Belichtung mit 530 nm bzw. 480 nm Licht erhaltenen Daten festzustellen (vgl. auch Abb. 3.59). Daher wird auf die zusätzliche, genaue Darstellung der D505-Regeneration nach der 480 nm-Belichtung verzichtet.  Die Tatsache, dass jeweils mindestens zwei zeitliche Komponenten für die Übergänge von P400 nach P560 und von P560 nach D505 nachgewiesen werden können, spricht dafür, dass zwei verschiedene photozyklische Komponenten involviert sein müssen. Es muss allerdings festgehalten werden, dass die hier beschriebenen einzelnen Zeitkonstanten nur Näherungswerte darstellen können, da sie möglicherweise durch die Ähnlichkeit ihrer zeitlichen Dimensionen in den mathematischen Modellen nicht exakt voneinander separiert werden. Die vorläufigen Ergebnisse der kinetischen Messungen und Auswertungen werden in Tabelle 3.5 zusammengefasst.  Tabelle 3.5: Näherungswerte der Zeitkonstanten für die Übergänge zwischen den langlebigen Intermediaten in Os-HKR   Übergang  τ1-Wert  τ2-Wert  τ3-Wert  τapp-Wert  
D505 → P400 noch nicht bestimmt noch nicht bestimmt noch nicht bestimmt  < 1 min  
P400 → P560  ca. 1 min  ca. 2-3 min  ca. 20 min?  4-5 min  
P560 → D505  ca. 5 min  ca. 12 min  -  8-9 min   Ungeklärt ist, auf welche Prozesse die leichten Unterschiede in der Absorptionsintensität im Bereich des Dunkelzustandes vor und nach der Belichtung unter Einhaltung einer 40-minütigen Dunkeladaptationsphase zurückzuführen sind. Eine belichtungsabhängige Veränderung des Gleichgewichts verschiedener gebundener Retinal-Isomeren könnte beispielsweise aufgrund abweichender Extinktionskoeffizienten die Ursache für eine Änderung der Absorptionsintensität sein. Nicht bekannt ist auch, ob die ursprüngliche Absorptionsintensität durch sehr langsame thermische Prozesse wieder hergestellt wird.  
3.5.3.3 Globale Analyse der spektralen Kinetiken Über eine globale Analyse der Daten aus den Scan-Kinetiken sollten die unter 3.5.3.2 zusammengefassten Vermutungen überprüft werden. Die Datensätze aus den Scan-Kinetik-Experimenten (siehe Abb. 3.58 und 3.59) wurden mit Hilfe des Analyse-Programms Glotaran    [172], [283] ausgewertet. Sie wurden in einer Datenmatrix zusammengefasst und in Form eines sequenziellen 4-Komponenten Modells global analysiert (Abb. 3.63).  
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 Abb. 3.63 Globale Analyse der spektralen Kinetiken. Beispiele globaler Analysen von Scan-Kinetik-Datensätzen nach Belichtung mit 480 nm (A-C) und 530 nm (D-F). Es sind die Verläufe der Differenzspektren über die Zeit (A und D), die berechneten evolutionsassoziierten Differenzspektren (EADS, B und E) und die berechneten zeitlichen Konzentrationsverläufe der EADS (C und F) 
mit den ermittelten τ-Werten aufgetragen.  Bei erster Betrachtung der Datensätze fällt auf, dass nach der 480 nm-Belichtung (Abb. 3.63 A und B), das P560-Intermediat in einem höheren Maß angereichert wird als nach 530 nm-Belichtung (Abb. 3.63 D und E). Das spiegelt allerdings nur die absolute Intensität wider. Relativ gesehen, wird nach langwelliger Belichtung dieses Intermediat ebenso gebildet, doch durch das vorherige lichtinduzierte Ausbleichen dieses Wellenlängenbereiches aufgrund der langwelligen Anregung, tritt dieses in den Differenzspektren weniger stark als positive Absorption in Erscheinung.  Die globale Analyse der Daten bestätigt die in den Auswertungen der Einzelspuren erhaltenen Daten. Es wurden die Zeitkonstanten für den jeweiligen Zerfall der evolutionsassoziierten Differenzspektren (EADS) ermittelt, welche in Annäherung den Spektren der enthaltenen Komponenten entsprechen. Diese liegen übereinstimmend bei beiden Belichtungssituationen bei ca. 1 min (τ-Wert Komponente 1), bei 2,5-3 min (τ-Wert Komponente 2), bei ca. 9,5 min (τ-Wert Komponente 3) und zwischen 20 und mehreren 100 min (τ-Wert Komponente 4).  
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Der Übergang des ersten EADS zum zweiten EADS (mit einer Zeitkonstante von ca. 1 min) wird zum großen Teil von einer Absorptionszunahme bei 560 nm bestimmt. Gleichzeitig kommt es zu einer Abnahme der Absorption bei 400 nm. Der Übergang des zweiten EADS in das dritte EADS (in 2,5-3 min) weist eine weitere leichte Absorptionszunahme bei 560 nm verbunden mit einer weiteren Abnahme bei 400 nm auf. Gleichzeitig kommt es zu einer Abnahme des ground state 
bleach (GSB) bei 505 nm. Der Zerfall des dritten EADS, welcher hauptsächlich eine Absorptionsabnahme bei 560 nm und eine weitere Verminderung des GSB beschreibt, erfolgt mit einer Zeitkonstante von ca. 9,5 min. Unter beiden Belichtungsbedingungen existiert eine vierte, sehr langsame Komponente. Diese zeigt Restabsorptionen bei 400 nm und 560 nm, sowie 
eine noch nicht abgeschlossene Regeneration des Dunkelzustandes. Der genaue τ-Wert für den Zerfall dieser vierten Komponente, kann nicht bestimmt werden, da dieser stark abhängig von dem jeweiligen Datensatz ist. Es könnte sich hierbei um die während der Einzelspur-auswertungen des P400-Zerfalls als langsamste beobachtete Komponente handeln (Abschnitt 3.5.3.2). Mit Hilfe der globalen Analyse kann die Hypothese des Photozyklusverlaufes, die aus den Einzelspuranalysen getroffen wurde, gestützt werden: Das P400 wird mit einer Zeitkonstante unter einer Minute gebildet, es zerfällt mit Zeitkonstanten von ca. 1 min und 2,5-3 min in das rotverschobene Photoprodukt. Das P560 zeigt einen Übergang in den D505-Dunkelzustand mit einer apparenten Zeitkonstante von 8-9 min. Die einzelnen Zeitkonstanten des bi-exponentiellen Verlaufs für den P560-nach-D505-Übergang können anhand dieser Analyse nicht aufgelöst werden. Die hier ermittelte Zeitkonstante entspricht aber dem 
apparenten τ-Wert der beiden einzelnen Zeitkonstanten (siehe Tabelle 3.5). Es werden bei dieser Auswertung die Nachteile der Messung deutlich. So ist die Auflösung der Messungen zwischen den einzelnen Datenpunkten besonders in den ersten Minuten, dem Zeitverlauf der stärksten Absorptionsänderungen, relativ schlecht. Des Weiteren ist die nach der Langzeit-Belichtung auftretende Inhomogenität der Ausgangssituation für die Messung ein Problem für eine exakte globale Analyse [172]. Dies wird auch in den relativ großen, von den angelegten Modellen nicht erfassten Residuen deutlich (nicht gezeigt). Besonders nach Belichtung mit 480 nm Licht befindet sich das Protein zu Beginn der Messung in einem Mischzustand aus den verschiedenen langlebigen Intermediaten (siehe Abb. 3.52). Ebenfalls limitierend an diesen Messungen ist, dass Informationen besonders zu Beginn des Photozyklus infolge der langen Belichtungszeit nicht erfasst werden können.  
 
3.5.3.4 Globale Analyse der Blitzlicht-Photolyse-Daten Aufgrund dieser Nachteile wurde transiente Laser-Spektroskopie an Os-HKR durchgeführt mit dem Ziel, die erhaltenen Daten global zu analysieren. Die Blitzlicht-Photolyse hat entscheidende Vorteile im Vergleich zu den langsamen spektralen Kinetiken. Die kurzen Anregungs-Impulse verhindern sekundäre lichtinduzierte Effekte (vgl. Abschnitte 3.5.1 und 3.5.2), das Protein befindet sich in einer homogenen Ausgangssituation (D505-Dunkelzustand). Durch den kurzen Lichtimpuls (10 ns) können auch frühere Zeitpunkte der Photoreaktion dargestellt und ausgewertet werden.  
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 Abb. 3.64 Auswertung der laserspektroskopischen Messungen an Os-HKR. Die dreidimensionale Darstellung der Daten in Form von Differenzspektren im logarithmischen Zeitverlauf (A) zeigt die Änderung der Absorption (346 bis 703 nm) von 300 ms bis ca. 3000 s (50 min) nach dem Laser-Puls (500 nm). Zeitabhängige Absorptionsverläufe interessanter Wellenlängen (B) mit den Spuren des angelegten Modells (rot) sind dargestellt. Differenzspektren zu interessanten Zeitpunkten (C) wurden ausgewählt. Die Auswertungen beinhalten die gemittelten Datensätze von je 15 Messreihen.  Es konnten in den kontinuierlichen Messungen die Absorptionsänderungen über eine Zeitspanne zwischen 300 ms und ca. 50 min nach dem Laser-Puls erfasst werden. Zu Beginn der Datenaufnahme kann bereits eine erhöhte Absorption bei 400 nm und ein deutlicher GSB bei 505 nm festgestellt werden (Abb. 3.64 A und C). Das bedeutet, dass auch hier ein Teil des Proteins bereits vor Messbeginn einen Übergang in den P400-Zustand vollzogen hat. Die Bildung des Intermediates ist aber noch nicht vollständig abgeschlossen, was besonders an der weiteren Absorptionszunahme der 401 nm-Spur deutlich wird (Abb. 3.64 B). Im zeitlichen Verlauf ist eine Abnahme bei 400 nm verbunden mit der Absorptionszunahme bei 560 nm in den Differenzspektren zu beobachten (Abb. 3.64 C). Es kommt zu einer Abnahme des GSB (bei 505 nm), wodurch die Regeneration des Dunkelzustandes signalisiert wird. Das sequenzielle Auftreten der beiden langlebigen Intermediate (P400 und P560) kann in der logarithmischen Darstellung besser aufgelöst werden, als es in den linearen Messungen und Datenanalysen der Fall ist (Abb. 3.63).  Die Daten lassen sich sowohl mit dem Datenanalyse-Programm Glotaran als auch mit dem Programm Matlab (Anhang Abb. 5.8 und 5.9) mit einem sequenziellen 3- bzw. 4-Komponenten-Modell beschreiben. Beide Analyse-Programme ermitteln ähnliche enthaltene spektrale Komponenten und entsprechende Zeitkonstanten. Die maßgeblichen Reaktionen sollen anhand der Auswertung mit dem Programm Glotaran dargestellt werden (Abb. 3.65). Die errechneten evolutionsassoziierten Differenzspektren (EADS) repräsentieren in Annäherung die enthaltenen spektralen Komponenten. Im 3 Komponenten-Modell (Abb. 3.65 A und B) zeigt das erste auf dieser Zeitskala modellierte EADS bereits eine erhöhte Absorption bei 400 nm und einen GSB bei 505 nm. Der Übergang des EADS1 in das EADS2 erfolgt mit einer Zeitkonstante von ca. 4 s. Dabei kann vor allem eine Absorptionszunahme bei 400 nm und ein zunehmender GSB bei 505 nm beobachtet werden. Der Übergang vom zweiten in das dritte EADS verläuft mit einer Zeitkonstante von ca. 75 s.  
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Als Hauptreaktionen sind die Zunahme der Absorptionsintensität bei 560 nm und eine Abnahme der Absorption bei 400 nm ersichtlich. Der Zerfall des EADS3 erfolgt mit einer Zeitkonstante von ca. 343 s bzw. ungefähr 5-6 min. Da das EADS3 noch eine erhöhte Absorption sowohl im Bereich von 400 nm als auch von 560 nm aufweist und in dem Modell ein nachfolgender Übergang in den Dunkelzustand angenommen wird, müssen die damit verbundenen Absorptionsänderungen verschiedene relevante Bereiche des Spektrums betreffen. In der Zerfallsreaktion von EADS3 sind demzufolge wahrscheinlich mehrere überlagerte Prozesse enthalten. Eine weitere sehr große Zeitkonstante wie sie in den UV/Vis-spektroskopischen Kinetiken existiert, kann in den Laser-Messungen nicht ermittelt werden.  Abgesehen von diesem Unterschied, wird der Verlauf der Reaktionen insgesamt sehr ähnlich wie durch die vorherigen Auswertungen beschrieben. Die ermittelten Zeitkonstanten liegen in vergleichbaren zeitlichen Dimensionen. Zusätzlich wird eine Information über einen Teil der Bildungsreaktion von P400 erhalten, der zu Beginn der Messung noch nicht abgeschlossen ist und in dem EADS1-nach-EADS2-Übergang repräsentiert ist. Überträgt man die Daten der globalen Analyse auf den zeitlichen Verlauf der Photo-Intermediate, so kann der Bildung von P400 (Übergang von EADS1 in EADS2) eine Zeitkonstante im einstelligen Sekundenbereich zugeordnet werden. Der Übergang von P400 nach P560 wird mit einer Zeitkonstante von etwas über einer Minute beschrieben (Übergang von EADS2 in EADS3). Der Zerfall des dritten Komponentenspektrums stellt wahrscheinlich eine Kombination aus mehreren Prozessen dar. Er ergibt sich sowohl aus Anteilen des mehrphasischen P400-Zerfalls als auch aus der Zeitkonstante des P560-Zerfalls und beträgt hier 5-6 min. Es ist wahrscheinlich, dass die in den Scan-Kinetiken ermittelte zweite Zeitkonstante für den P400-Zerfall von 3-4 min, in die hier ermittelten apparenten Zeitkonstanten von EADS2 und EADS3 mit einfließt. Durch die ähnlichen zeitlichen Dimensionen kann eine explizite Differenzierung zwischen diesen Prozessen auch in der globalen Analyse erschwert sein.  Diese Hypothese wird bestätigt durch eine erweiterte Analyse mit dem Programm Glotaran in Form eines 4-Komponenten-Modells (Abb. 3.65 C und D). Dem reinen Zerfall von P560 konnte in den vorherigen UV/Vis-spektroskopischen Untersuchungen eine apparente Zeitkonstante (τapp) von ca. 8-9 min zugeordnet werden. Diese Tatsache wurde in einer weiteren Modellierung 
genutzt. Hierbei kann eine Zeitkonstante, in diesem Fall der τ-Wert für den Zerfall der vierten Komponente (EADS4), als gegeben vorausgesetzt werden und als feste Zeitkonstante entsprechend der bisherigen Analysen des apparenten P560-Zerfalles in den Dunkelzustand auf ca. 8,5 min (500 s f) festgelegt werden.  
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 Abb. 3.65 Globale Analyse der Blitzlichtphotolyse von Os-HKR. Auswertung der 500 nm Laser-Flash-Photolyse-Daten mit einem 3-Komponenten-Modell (A, B) bzw. mit einem 4-Komponenten-Modell (C und D) inklusive einer festen Zeitkonstante für den Zerfall von EADS4 von 8,5 min.  In dieser Modellierung kann anstelle des zuvor ermittelten EADS2 mit einer apparenten Zeitkonstante von ca. 75 s (Abb. 3.65 B), zwischen einem EADS2 mit einer Zerfalls-Zeitkonstante von 54 s und einem EADS3 mit 115,5 s als Zeitkonstante differenziert werden (Abb. 3.65 C und D). Sowohl der Übergang des EADS2 nach EADS3 als auch der Übergang des EADS3 nach EADS4 repräsentiert vor allem eine Absorptionsabnahme bei 400 nm und eine Absorptionszunahme bei 560 nm. Dieses Ergebnis spricht ebenfalls für den bereits vermuteten bi-phasischen Übergang des P400-Zustandes in den P560-Zustand mit den ungefähren Zeitkonstanten von ca. 54 s und 115,5 s (ca. 2 min). Diese stimmen gut mit den ermittelten Werten der Scan-Kinetiken überein (vgl. Tabelle 3.5). Die Abhängigkeit der Zerfallsreaktion des P560 von zwei zeitlichen Komponenten kann in den globalen Analysen vermutlich durch die 
überlagerten Reaktionen und die ähnliche zeitliche Dimension der beiden τ-Werte nicht ermittelt werden. Es wird deutlich, dass ein Messbeginn 300 ms nach Anregung des Proteins zwar einen Teil der Bildungsreaktion des P400-Zustandes mit einschließt, die P400-Bildung jedoch nicht vollständig erfasst werden kann, da sie anteilig zu diesem Zeitpunkt bereits erfolgt ist. Auch über mögliche vor P400-Bildung auftretende frühe Photointermediate kann in diesen Messungen keine Aussage getroffen werden. Diese Problematik wird in Abschnitt 3.5.4.2 im Zusammenhang mit der Salzabhängigkeit verfolgt.    
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3.5.4 UV/Vis-spektroskopische Eigenschaften der Os-HKR-Rhodopsin-
Domäne in Abhängigkeit von externen Faktoren Es wurden verschiedene physikalische und chemische Parameter variiert, um deren Einfluss auf den Photozyklus des aufgereinigten Os-HKR zu ermitteln. Hierbei wurden die spektralen Veränderungen unter Variation des pH-Wertes, der Temperatur oder der Ionenkonzentration bzw. Ionensorte untersucht. Daraus konnten neue Erkenntnisse bezüglich der Beschaffenheit der verschiedenen Absorptionszustände gezogen werden.   
3.5.4.1 Temperatur-Abhängigkeit In Vorexperimenten konnte beobachtet werden, dass die Bildung und Lebensdauer der Photoprodukte sowie auch die Regeneration des Dunkelzustandes stark von der Temperatur beeinflusst wird, in welcher sich das Protein befindet. Durch gezielte Variation der Umgebungstemperatur sollte dieser Einfluss genauer untersucht werden. Hierfür wurde die Proteinlösung in der Messküvette im Spektrometer auf einen bestimmten Wert temperiert und UV/Vis-spektroskopisch untersucht.  
 Abb. 3.66 Temperatur-Abhängigkeit von Os-HKR. Temperaturabhängige spektrale Entwicklung von Os-HKR nach Belichtung mit 480 nm Licht (1 min) bei 8 °C (A), 15 °C (B) und 24 °C (C). Exemplarische Darstellung der Bildung und des Zerfalls von P560 in Form von Einzelspurkinetiken der Absorptionsänderungen bei 580 nm bei den Temperaturen 8 °C, 15 °C und 24 °C 
inklusive der errechneten τ-Werte für den Zerfall (D).  
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Der Vergleich der spektralen Entwicklung nach einminütiger Belichtung mit blauem Licht (480 nm) bei drei Proteinumgebungstemperaturen (8 °C, 15 °C und 24 °C) verdeutlicht eine Verringerung der lichtinduzierten Absorptionsänderungen unter Absenkung der Temperatur. Es erfolgt unter gleichen Belichtungsbedingungen bei 8 °C nur ca. 72 % (Abb. 3.66 A) und bei 15 °C (Abb. 3.66 B) nur ca. 86 % der bei 24 °C (Abb. 3.66 C) verzeichneten Absorptionszunahme im Wellenlängenbereich von 400 nm. Das bedeutet, dass mit zunehmender Temperatur die Reaktionstendenz steigt und weniger Licht nötig ist, um den Photozyklus zu initiieren. Des Weiteren kann eine Beschleunigung des gesamten Photozyklus mit steigender Temperatur beobachtet werden. So liegt bei 24 °C 20 min nach Belichtungsende das Protein nahezu vollständig regeneriert im Dunkelzustand vor, während bei 8 °C nach einer vergleichbaren Dunkeladaptationszeit (20 min nach Belichtungsende) eine deutliche Mischung aus den drei langlebigen Absorptionszuständen vorzufinden ist. Diese Tatsache ist exemplarisch auch in der Kinetik für den Zerfall des P560 dargestellt (Abb. 3.66 D). So weist der Zerfall von P560 bei 24 °C eine apparente Zeitkonstante von ca. 6 min auf, während der entsprechende τ-Wert bei 15 °C etwas über 20 min beträgt und bei 8 °C in dem Zeitrahmen der Messung von 35 min nicht ermittelt werden kann. Bei 24 °C kommt es zu einem nicht vollständigen Abbau des P560-Intermediates. Es bleibt eine geringe Restabsorption in diesem Bereich des Spektrums bestehen. In einem Temperatursteigerungsexperiment konnte unter anderem beobachtet werden, dass es ohne Lichteinwirkung durch die Erhöhung der Temperatur zwischen 25 °C und 40 °C zu einer geringen thermisch aktivierten Bildung des P560 kommt (Abb. 3.67 A und Inset). Das könnte auf eine thermisch begünstigte Rückreaktion von D505 nach P560 bzw. eine Gleichgewichtsreaktion zwischen D505 und P560 hindeuten.  
 Abb. 3.67 Spektroskopisch sichtbare Effekte der Temperatur-Änderungen auf Os-HKR im Dunkelzustand. Absorptionsspektren von dunkeladaptiertem Os-HKR bei Temperauren zwischen 5 °C und 50 °C in 5 °C-Schritten (A). Jeder Temperaturschritt wurde vor Aufnahme des Spektrums für mindestens 10 min gehalten. Das Inset zeigt einen Ausschnitt (zwischen 485 nm und 615 nm) der temperaturabhängigen Absorptionsspektren von 20 °C bis 40 °C. Abbildung der Absorptionsspektren bei 50 °C (B) der dunkeladaptierten Probe, nach einer Belichtung mit 400 nm sowie einer 10-minütigen Dunkeladaptation.  Die Absorptionsspektren bei 45 °C und 50 °C (Abb. 3.67 A und B) zeigen ohne vorherige Lichteinwirkung einen Anstieg der Absorption bei 380 nm und einen Verlust der Absorptionsintensität im Bereich des Dunkelzustandes. Mit kurzwelliger Belichtung wurde geprüft, ob es sich bei dem Anstieg der Absorption bei 380 nm um Anteile des P400-Intermediates handelt. Der hier vorgefundene Zustand zeigt sich nicht lichtaktivierbar/schaltbar in das P560 durch die kurzwellige Belichtung.  
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Daher wird davon ausgegangen, dass diese Erhöhung auf aus dem Protein freigesetztes Retinal zurückzuführen ist. Das deutet auf eine Instabilität des Proteins bei Temperaturen >40 °C hin. Die Temperaturabhängigkeit der einzelnen Intermediate wurde weiterführend untersucht, indem spektrale Kinetiken (siehe Abb. 3.58) bei den Temperaturen 12 °C, 16 °C, 20 °C, 24 °C und 28 °C nach einer einminütigen Belichtung mit grünem Licht (530 nm) über die Dauer von 40 min (16-28 °C) bzw. 60 min (12 °C) aufgenommen wurden (n ≥ 6). Aus den errechneten apparenten Zeitkonstanten der einzelnen Intermediate wurden mit Hilfe von Arrhenius-Gleichungen die ungefähren Aktivierungsenergien für die Intermediate bestimmt (Abb. 3.68).   
 Abb. 3.68 Auswertung der Temperaturauswirkung auf den kinetischen Verlauf der Photoreaktionen in Os-HKR. Vergleich exemplarischer Absorptionsverläufe bei 400 nm (A), 580 nm (B) und 450 nm (C) bei den Temperaturen 12 °C und 28 °C. In dem Säulendiagramm (D) sind die gemittelten errechneten apparenten τ-Werte zu den Absorptionsverläufen für die verschiedenen Temperaturen aufgetragen. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen an.  Die Berechnungen und Vergleiche wurden aus Gründen der Vereinfachung einheitlich mit den zusammengefassten apparenten Zeitkonstanten durchgeführt. Daraus ergibt sich zumindest näherungsweise eine Vorstellung des Temperatureinflusses auf das jeweilige Intermediat. Es wird in diesen Berechnungen allerdings nicht auf die möglicherweise beteiligten einzelnen Komponenten innerhalb einer Absorptionsform eingegangen.   
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Die apparenten Zeitkonstanten aller drei langlebigen Zustände von Os-HKR zeigen eine starke Temperaturabhängigkeit. Das P400-Intermediat zerfällt mit apparenten Zeitkonstanten von ca. 9 min bei 12 °C und ca. 2,5 min bei 28 °C und weist eine Aktivierungsenergie von ungefähr 55 kJ/mol auf. Die sichtbare Entwicklung des P560-Intermediates kann mit Zeitkonstanten von 2,1 min bei 12 °C und 0,5 min bei 28 °C beschrieben werden. Die Aktivierungsenergie von 58,7 kJ/mol entspricht weitgehend dem Wert der Aktivierungsenergie des P400-Zerfalls, was die Hypothese der direkten Konvertierung des P400 in das P560 unterstützt. Besonders ausgeprägt ist die Temperaturabhängigkeit des P560-Zerfalls, deren Zeitkonstanten zwischen fast 37 min bei 12 °C und ca. 3,7 min bei 28 °C liegen. Daraus ergibt sich eine Aktivierungsenergie für den Zerfall von ca. 106 kJ/mol. Allerdings zeigt besonders die Zeitkonstante bei 12 °C eine hohe Standardabweichung, da die extrem langsame Absorptionsabnahme bei dieser Temperatur eine exakte Auswertung der Messungen beeinträchtigt. Dies kann zu einer Beeinflussung des Ergebnisses geführt haben. Für die Auswertung des Temperatureffektes auf die Dunkelzustandsregeneration wurde die 450 nm-Absorptionsspur gewählt, um überlagernde Prozesse mit den beiden anderen Intermediaten so gering wie möglich zu halten (vgl. Abb. 3.62). Die Reaktion zeigt apparente Zeitkonstanten zwischen ca. 20 min bei 12 °C und ca. 4 min bei 28 °C. Die errechnete Aktivierungsenergie liegt bei ungefähr 67 kJ/mol, also zwischen den Werten für den jeweiligen Zerfall von P560 und P400. Auffällig ist eine starke Abweichung von der Aktivierungsenergie des P560-Zerfalls. Da ein direkter Zerfall des P560-Intermediates in den Dunkelzustand angenommen wird und somit beide Kinetikverläufe den gleichen Prozess beschreiben sollten, hätte man eine ähnliche Aktivierungsenergie für die beiden Absorptionsformen erwartet. Diese Unstimmigkeit spiegelt sich auch in den errechneten Zeitkonstanten wider. Besonders bei niedrigen Temperaturen lässt sich eine starke Diskrepanz zwischen den Zeitkonstanten des P560-Zerfalls und der D505-Regeneration festzustellen, während bei höheren Temperaturen diese Werte annähernd übereinstimmen. Eine denkbare Erklärung für diesen Umstand ist die schon ausführlich diskutierte Drosselung der Zerfallskinetik von P560 durch die noch während der Abklingreaktion stattfindende Anreicherung des P560 aus dem P400-Intermediat. Dieser Einfluss wäre bei niedrigen Temperaturen größer, da hier auch die P400-Abklingkinetik stärker verzögert ist. Ein Argument für diese Hypothese ist die Tatsache, dass die Subtraktion der jeweiligen temperaturabhängigen Zeitkonstante des P400-Zerfalles von der entsprechenden P560-Zeitkonstante in einem τ-Wert resultiert, welcher der jeweiligen Dunkelzustands-regeneration entsprechen würde.  Die globalen Analysen dieser Scan-Kinetiken (nicht gezeigt) erbringen keine zusätzlichen Erkenntnisse, außer dass ein Temperatur-Einfluss auf jede einzelne der analysierten Kompo-nenten besteht, die in den Berechnungen der apparenten Zeitkonstanten der Einzelspur-kinetiken teilweise zusammengefasst sind.  Diese Daten zusammenfassend hat eine Erhöhung der Temperatur um 16 °C eine Beschleunigung des Photozyklus (gemessen an der Zeitkonstante der Dunkelzustands-regeneration) um ungefähr den Faktor 5 zur Folge.       
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3.5.4.2 Salz-Abhängigkeit Da Os-HKR ursprünglich der Photorezeptor einer marinen Algenart ist, wurde der Einfluss des Salzgehaltes bzw. der Salzqualität auf die spektroskopischen Eigenschaften des Proteins untersucht. In ersten Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine Steigerung der Salzkonzentration (NaCl) im Puffer von 0,1 M auf 0,5 M NaCl einen Einfluss auf die Anreicherung des P560-Intermediates hat. Eine erhöhte Salzkonzentration scheint zu einer Destabilisierung von P560 zu führen (Daten nicht gezeigt). Daraufhin wurden weitere Experimente durchgeführt, die zur Klärung dieser Abhängigkeit beitragen sollten. Hierfür wurden Proben von Os-HKR in Salzkonzentrationen von 0 M, 0,1 M und 1 M NaCl überführt. Die Absorptionseigenschaften dieser Proben wurden miteinander verglichen.  
 Abb. 3.69 Salz-Abhängigkeit von Os-HKR. Abbildung der salzkonzentrationsabhängigen Proteinlösungen (Photos oben), salzkonzentrationsabhängige Absorptionsspektren von Os-HKR in 1 M NaCl (A), in 0,1 M NaCl (B) und in 0 M NaCl (C). Die NaCl-haltigen Proben (A und B) wurden mit 530 nm (oberes Spektrum) bzw. 400 nm (unteres Spektrum) Licht belichtet und die Entwicklung der Absorptionsspektren bis 30 min nach Belichtung wurde aufgenommen. Die salzfreie Probe (C) wurde mit 600 nm Licht belichtet und die Absorptionsspektren bis 30 min nach Belichtung wurden dokumentiert (oberes Spektrum) bzw. zusätzlich mit kurzwelligem Licht (400 nm) belichtet (unteres Spektrum).   Bereits die unterschiedlichen Färbungen der Proteinlösungen lassen auf einen bedeutenden Einfluss der Salzkonzentration auf das Protein schließen. Vergleicht man die Absorptionsspektren in verschiedenen Salzkonzentrationen, so sind deutliche Unterschiede besonders im Dunkelzustand festzustellen. Der langlebige blauverschobene P400-Zustand scheint davon primär nicht betroffen zu sein.  
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Bei allen mit grünem oder rotem Licht belichteten Proben wird effektiv das blauverschobene Intermediat (P400) akkumuliert, dessen Absorptionseigenschaften keine sichtbaren salzabhängigen Unterschiede aufweisen (Abb. 3.69). Größer sind die Auswirkungen auf das langlebige rotverschobene Intermediat P560. Bei hoher Salzkonzentration (1 M NaCl, Abb. 3.69 A) kann nach Grünlicht-Anregung die thermische Entwicklung des P560 nicht detektiert werden. Auch durch kurzwelliges Licht (400 nm) wird in dieser Salzkonzentration der P560-Zustand nur in vergleichsweise geringer Intensität akkumuliert. Es kommt zu einer verstärkten Anreicherung des D505-Dunkelzustandes durch die hohe Salzkonzentration. Eine Restabsorption im Bereich des rotverschobenen P560 in der dunkeladaptierten Probe, wie sie häufig bei moderaten Salzbedingungen (0,1 M NaCl) zu finden ist, ist in hohen Salzkonzentrationen (1 M NaCl) nicht zu erkennen. In salzfreien Bedingungen (Abb. 3.69 C) ist die Situation drastisch verändert. Der Dunkelzustand besitzt ein Absorptionsmaximum bei 560 nm, ohne eine erkennbare Feinstruktur aufzuweisen. Es kommt ohne die Gegenwart von Salz in der Umgebung nicht zu einer Konvertierung in den D505-Dunkelzustand. Der durch langwelliges Licht angereicherte P400-Zustand kann entweder thermisch zerfallen (in einem Zeitraum von mehreren Minuten) oder mit kurzwelligem Licht ausgeblichen und in den salzfreien 560 nm-Dunkelzustand konvertiert werden. Durch Lichteinwirkung wird demnach die 560 nm-Regeneration stark beschleunigt, und die ursprüngliche Absorptionsintensität ist nach einer einminütigen Belichtungsphase vollständig wiederhergestellt. In beiden Fällen (sowohl thermisch als auch lichtinduziert) ist die resultierende Absorptionsform, der 560 nm-absorbierende Zustand. Verfolgt man die zeitliche Entwicklung der Absorptionsspektren nach einer Zugabe von NaCl (0,1 M NaCl Endkonzentration) im UV/Vis-Spektrometer zu der zuvor salzfreien Probe, Abb. 3.70 A), so kann man einen langsamen Übergang vom Absorptionsmaximum bei 560 nm in den D505-Absorptionszustand beobachten, ohne dass ein Lichtimpuls vorausgegangen ist.  
 Abb. 3.70 NaCl-induzierter Übergang in den D505-Dunkelzustand. Langsame spektrale Entwicklung nach Zugabe von NaCl (Endkonzentration 0,1 M) zur salzfreien Os-HKR-Probe (A). Kinetiken der salzkonzentrationsabhängigen Absorptionsänderungen bei einer Wellenlänge von 500 nm (B).  Dieser Übergang erfolgt auf einer Zeitskala von Minuten und die Übergangsgeschwindigkeit ist abhängig von der jeweils in den Puffer supplementierten Endkonzentration an NaCl. Nach Zugabe von NaCl kann dementsprechend die zeitabhängige Absorptionszunahme bei einer Wellenlänge von 500 nm beobachtet werden (Abb. 3.70 B). Höhere Salz-Endkonzentrationen resultieren in einem beschleunigten Anstieg der Absorptionsintensität bei 500 nm.  
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Aufgrund der Verzögerung des Messbeginns bedingt durch die Zugabe und das Mischen des Salzes zum Protein konnten die im Folgenden erläuterten Zeitkonstanten nur näherungsweise bestimmt werden, da besonders bei den schnellen Reaktionen Informationen zu Beginn der Kinetiken verloren gehen. Im Fall einer Endkonzentration von 10 mM NaCl beträgt die apparente Zeitkonstante für die Absorptionszunahme bei 500 nm ca. 16 min, wobei nur eine zeitliche Komponente ermittelt werden kann. Möglicherweise ist eine weitere große Zeitkonstante vorhanden, die im zeitlichen Rahmen in dieser Messung nicht ersichtlich wird. In den Übergangskinetiken der Endkonzentrationen von 50 mM, 100 mM und 200 mM NaCl lässt sich eine Abhängigkeit von jeweils zwei Komponenten erkennen. In 50 mM sind eine kleinere Zeitkonstante von ca. 4-5 min mit einem Anteil von ca. 35 % an der Gesamtkinetik und eine größere Zeitkonstante von ca. 15-16 min an der Reaktion beteiligt. In 100 mM NaCl liegt der 
kleinere τ1-Wert bei ca. 3-4 min (Anteil ca. 60 %) und der größere τ2-Wert bei ca. 9-10 min. in 200 mM NaCl besitzt die schnellere Komponente eine Zeitkonstante von ca. 2 min (Anteil ca. 45 %) und die langsamere Komponente eine Zeitkonstante von ca. 4-5 min. Nach Zugabe der Endkonzentration von 400 mM NaCl (Daten nicht gezeigt) lässt sich wiederum nur eine Komponente mit einer Zeitkonstante von ca. 1-1,5 min errechnen. Ob eine weitere schnelle Komponente vorhanden ist, die aufgrund ihrer hohen Geschwindigkeit nicht erfasst werden kann, ist unklar. Die Reaktionsgeschwindigkeit (560 → 505) steigert sich demnach mit zunehmender Salzkonzentration, was besonders an den apparenten Zeitkonstanten der Übergangskinetiken deutlich wird. Diese betragen ca. 16 min in 10 mM NaCl, ca. 9,5 min in 50 mM NaCl, ca. 5-6 min in 100 mM NaCl, ca. 3 min in 200 mM NaCl und ca. 1-1,5 min in 400 mM NaCl. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.6 zusammengefasst.  Tabelle 3.6: NaCl-konzentrationsabhängige Zeitkonstanten für den Übergang in den D505-Zustand  NaCl-Konzentration  τ1-Wert  τ2-Wert  τapp-Wert 10 mM - - 16 min 50 mM 4-5 min 15-16 min 9,5 min 100 mM 3-4 min 9-10 min 5-6 min 200 mM 2 min 4-5 min 3 min 400 mM - - 1-1,5 min  Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass die Bildung des D505-Zustandes abhängig von der Anwesenheit von NaCl in der Protein-Umgebung ist. In der salzfreien Probe ist der Dunkelzustand rotverschoben und besitzt eine große spektrale Übereinstimmung mit dem langlebigen Photointermediat P560. Dieser Zustand wird im Folgenden als salzfreier D560-Zustand bezeichnet. Dies ist reversibel und D560 kann durch die Zugabe von Salz in D505 überführt werden. Dieser Übergang ist wie auch der Übergang von P560 nach D505 abhängig von zwei zeitlichen Komponenten, so dass möglicherweise das Protein in einem Gleichgewicht aus zwei verschiedenen Konstitutionen vorliegt, welche eine jeweils leicht abweichende Affinität zu dem Salz besitzen. Die Tatsache, dass die Zugabe einer Endkonzentration von 100 mM NaCl zu dem D560-Zustand in einer leicht beschleunigten Kinetik resultiert im Vergleich zum thermischen Übergang des lichtinduziert erzeugten P560-Zustandes in den Dunkelzustand (vgl. 3.59), könnte in einer lichtinduzierten Veränderung des Gleichgewichtes der beiden enthaltenen Komponenten liegen.  
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Des Weiteren sind Abweichungen in der NaCl-Endkonzentration der Proteinlösung vom gewünschten Soll-Wert durch unzureichendes Mischen aufgrund der direkten Hinzugabe der Salzlösung in die Küvette nicht auszuschließen. Diese hätten ebenfalls einen bedeutenden Einfluss auf die Kinetik. Das ist ein weiterer Grund, weshalb die in diesen Messungen ermittelten Zeitkonstanten nur als Näherungswerte angesehen werden können.  Es sollte geklärt werden, welcher Bestandteil des NaCl die Konvertierung aus D560 nach D505 herbeiführt. Zu diesem Zweck wurde die zunächst salzfrei gehaltene Probe jeweils mit verschiedenen Salzen supplementiert und die Absorptionseigenschaften wiederum im UV/Vis-Spektrometer dokumentiert (Abb. 3.71). Das Experiment wurde mit verschiedenen Halogenid Salzen, mit Natriumazid und Natriumsulfat durchgeführt. Alle zugefügten Salzverbindungen weisen als gemeinsamen Bestandteil Na+-Ionen auf.  
 Abb. 3.71 Salzsupplementierung verschiedener Na-Salze. Absorptionsspektren von Os-HKR nach Zugabe verschiedener Halogenid Salze (NaCl, NaBr bzw. NaI) oder Na2SO4 bzw. mit Natriumazid (B) in einer Endkonzentration von 100 mM zu einer zuvor salzfreien Os-HKR-Probe.  In Ansätzen, in denen monovalente Anionen enthalten sind, ist nach Zugabe des Salzes zu dem salzfreien Os-HKR die charakteristische Blauverschiebung des Dunkelzustandes zu beobachten, äquivalent dem Zusatz von NaCl. Es ist ein Anstieg der Absorption bei 500 nm zu verzeichnen (Anhang Abb. 5.10). Die Absorptionsmaxima sind mit steigendem Radius der Halogenid-Ionen leicht bathochrom verschoben. Nicht ganz eindeutig zu interpretieren ist, ob diese ausschließlich echte Verschiebungen der Absorptionsmaxima darstellen. Sie könnten zusätzlich durch die teilweise vorhandene Restabsorption bei 560 nm beeinflusst sein. Die unterschiedliche Ausprägung der Restabsorption könnte auf ein verändertes Dunkelgleichgewicht zwischen D505 und D560 oder eine abweichende Affinität von Os-HKR zu den verschiedenen Salzen hindeuten. Nach der Zugabe von Natriumazid findet im Vergleich zum NaCl-haltigen Absorptionsspektrum eine Rotverschiebung des Absorptionsmaximums von ca. 11 nm statt, ohne dass eine auffällige Restabsorption bei 560 nm existiert. Die für den Grundzustand charakteristische leichte Feinstruktur-Schulter bei 460 nm ist in der Natriumazid-haltigen Probe nicht zu erkennen (Abb. 3.71 B). Der Zusatz von Natrium-Sulfat übt keine mit den anderen Salzen vergleichbare Wirkung auf die Absorptionseigenschaften aus. Das Absorptionsmaximum bleibt im Vergleich zu dem salzfreien Spektrum unverändert bei einer Wellenlänge von 560 nm. Daher muss die Konvertierung in den D505-Dunkelzustand durch eine Wechselwirkung von Os-HKR mit den 
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monovalent geladenen Anionen des jeweiligen Salzes herbeigeführt werden. Setzt man voraus, dass es sich in dem während des Photozyklus gebildeten P560 um den gleichen Zustand wie den salzfreien D560-Dunkelzustand handelt, deutet das eine transiente Auflösung bzw. Neutralisierung dieser Wechselwirkung innerhalb der photozyklischen Prozesse an.  Somit muss die Blauverschiebung nach Zugabe von NaCl auf eine Bindung der Chlorid-Ionen im Protein zurückgeführt werden. Aus den NaCl-induzierten Absorptionsänderungen nach einer Chlorid-Zugabe in verschiedenen Endkonzentrationen sollte die Chlorid-Affinität von Os-HKR bestimmt werden (Abb. 3.72).  
 Abb. 3.72 Bestimmung der Chlorid-Affinität von Os-HKR. Absorptionsspektren 40 min nach Zugabe von NaCl in unterschiedlichen Endkonzentrationen (1 mM bis 400 mM NaCl) (A) und die daraus resultierenden Differenzspektren (x mM NaCl-minus-0 mM NaCl) (B). Die NaCl-induzierten Absorptionsänderungen bei 474 nm wurden gegen die jeweiligen NaCl-Konzentrationen aufgetragen (C) und der Km-Wert von 37,6 ± 4,3 mM NaCl für die Chlorid-Affinität wurde mit Hilfe einer Michaelis-Menten-Anpassung ermittelt [259]. Es wurden die Absorptionsänderungen bei 474 nm gewählt, da hier eine gute Ausprägung der Differenzen zwischen den einzelnen Konzentrationen gegeben war.  Aus den NaCl-induzierten Absorptionsänderungen wird ersichtlich, dass nach Zugabe einer Endkonzentration von 1 mM, 5 mM und 10 mM NaCl die Hauptabsorption bei 560 nm bestehen bleibt. Es kommt nur zu einem anteiligen Übergang in die D505-Absorptionsform, wie es an der Blauverschiebung des Absorptionsmaximums zu erkennen ist. Nach Zugabe von 50 mM NaCl sieht man einen deutlich größeren Anteil des Proteins im D505-Zustand vorliegen, welcher mit steigender Salzkonzentration weiter zunimmt (Abb. 3.72 A und B). Das Auftragen der NaCl-konzentrationsabhängigen Absorptionsänderungen bei 474 nm aus den Differenzspektren (Abb. 3.72 B) gegen die NaCl-Konzentrationen ergibt eine hyperbolische Anordnung der Punkte, 
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die mit Hilfe einer Michaelis-Menten-Anpassung modelliert werden konnte [259]. Aus der resultierenden Michaelis-Menten-Funktion konnte der Km-Wert für die Chlorid-Bindung in Os-HKR von ca. 37,6 ± 4,3 mM NaCl ermittelt werden.  In folgenden Experimenten wurde der Einfluss der NaCl-Konzentration auf die Eigenschaften der im Photozyklus entstehenden Intermediate weitergehend untersucht. Es wurden von Protein-Proben in unterschiedlicher NaCl-Konzentration (1 M NaCl und 0 M NaCl) spektrale Kinetiken nach einer einminütigen Belichtung aufgenommen (Abb. 3.73).  
 Abb. 3.73 Einfluss der NaCl-Konzentration auf die kinetischen Parameter der Photointermediate. Beispiele für die salzabhängigen zeitlichen Verläufe der Absorption nach Belichtung mit grünem Licht (530 nm) bei 400 nm, 580 nm und 480 nm und die berechneten gemittelten τ-Werte für die Absorptionsverläufe. 
Dargestellt sind die τ-Werte der beteiligten Komponenten (τ1, τ2 und τ3), ihr prozentualer Anteil an der 
Gesamtfunktion und die daraus errechneten apparenten Zeitkonstanten (τapp) der jeweiligen Funktion.  Wertet man den Verlauf der Absorptionsintensitäten aus, so ist im Fall der salzfreien Probe (Abb. 3.73 A) eine Abhängigkeit von drei zeitlichen Komponenten für den Übergang aus dem P400 in den salzfreien D560-Dunkelzustand zu erkennen. Dieser Übergang setzt sich zusammen aus einer schnellen Zeitkonstante von ca. 0,4 min (τ1), die einen Anteil an der Gesamtkinetik von 5-10 % hat, einer zweiten Zeitkonstante von ca. 2,5 min (τ2) mit einem Anteil von 60 % und einer dritten langsamen Zeitkonstante von ca. 20 min (τ3) mit einem Anteil von ungefähr 30-35 %. Diese Werte beschreiben den Prozess ähnlich wie für die Abklingreaktion des P400 unter Normalsalzbedingungen (vgl. Abb. 3.61) beobachtet. Interessanterweise kann man in 0 M NaCl eine Beteiligung dieser drei Zeitkonstanten sowohl für den Zerfall des P400 als auch für die Entstehung des D560 nachweisen. Somit sind alle im Zerfall des P400 detektierten Komponenten am Übergang in das P560 beteiligt. Unter moderaten Salzkonzentrationen (0,1 M) lässt sich für die thermische Entstehung von P560 allerdings nur eine Komponente zeigen, da es wahrscheinlich zu Überlagerungen mit der Zerfallskinetik von P560 kommt, welche in der salzfreien Probe nicht stattfindet. In hohen Salzkonzentrationen (1 M NaCl, Abb. 3.73 B) ist eine transiente Entstehung von P560 am Absorptionsverlauf höchstens ansatzweise nachweisbar. Eine Zeitkonstante für dieses Intermediat kann anhand dieser Daten nicht ermittelt werden. Der Zerfall von P400 kann in diesem Fall bi-phasisch beschrieben werden mit einer schnelleren Zeitkonstante von ca. 2,5 min (τ1), die einen Anteil von ungefähr 60-65 % an der Gesamtkinetik hat und einer langsamen Zeitkonstante von ca. 20 min (τ2), die einen Anteil von ungefähr 35-40 % hat. Die entsprechenden Zeitkonstanten lassen sich auch für die Regeneration des salzhaltigen Grundzustandes D505 nachweisen, was für eine direkte Abhängigkeit der Regeneration von D505 vom Zerfall des P400 unter hohen Salzkonzentrationen sprechen würde. 
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Dieser Umstand lässt sich vermutlich auf die verringerte Lebensdauer des P560-Intermediates in hohen Salzkonzentrationen zurückführen (siehe auch Abb. 3.74). Diese könnte so stark verkürzt sein, dass P560 nicht sichtbar angereichert wird und keinen erkennbaren zeitlichen Einfluss auf die Regenerationskinetik nimmt. Der Zerfall des P400-Intermediates zeigt sich anhand dieser Ergebnisse durch die Änderung der Salzkonzentration höchstens schwach beeinflusst. Die ermittelten τ-Werte der Probe unter 1 M NaCl stimmen mit dem τ2- und dem τ3-Wert der salzfreien Probe weitgehend überein. Nicht 
ganz klar ist, worauf das Fehlen der kleinsten Zeitkonstante (τ1 in 0 M NaCl) zurückzuführen ist. Da sie auch in der salzfreien Probe nur einen sehr geringen Anteil an der Gesamtkinetik hat, könnten bereits leichte Änderungen der Zusammensetzung der enthaltenen Komponenten dazu führen, dass sie nicht nachgewiesen werden kann. Besonders bei den hier gewählten langen Belichtungszeiten könnte sie zu Beginn der Messung bereits nahezu abgeklungen sein. Die 
apparenten Zeitkonstanten (τapp) sind ebenfalls sehr ähnlich zwischen der salzfreien und der Hochsalz-Probe (1 M NaCl). Sie beträgt für 0 M NaCl ca. 4,5-5 min und für 1 M NaCl 5-5,5 min. Die leichte Erhöhung der Zeitkonstante in 1 M NaCl ist vermutlich auf den nicht detektierten τ1-Wert zurückzuführen. Das Fehlen des Salzes bewirkt demzufolge nahezu keinen Unterschied der ermittelten Zeitkonstanten im Vergleich zu den Zerfallskinetiken von P400 unter moderaten Salzkonzentrationen (0,1 M NaCl; vgl. Abb. 3.61). Diese stimmen weitgehend überein. Um weitere Informationen über die salzkonzentrationsabhängige Lebensdauer des P560 zu erhalten, wurde die Bildung des rotverschobenen Intermediates P560 in 0,1 M NaCl und 1 M NaCl mit einer Belichtungsfolge aus grünem und kurzwelligem Blaulicht induziert. Die Bildung und der Zerfall des Photoproduktes wurden anhand des Verlaufes der Absorptionsintensität bei 580 nm dokumentiert (Abb. 3.74).  
 Abb. 3.74 Einfluss der NaCl-Konzentration auf die Lebensdauer von P560. Beispiele für den zeitlichen Absorptionsverlauf von Os-HKR bei 580 nm in 0,1 M NaCl und 1 M NaCl nach Anreicherung des P560-Intermediates durch Grünlicht (530 nm) und anschließendes kurzwelliges Blaulicht (400 nm) mit jeweils einer Belichtungsdauer von 1 min. Die errechneten Zeitkonstanten (τ1-, τ2- und τapp-Wert) für das Abklingen der Absorption nach Belichtungsende sind im Inset dargestellt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.  
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Ein Vergleich des direkten Absorptionsverlaufes der Probe bei 580 nm in verschiedenen NaCl-Konzentrationen (Abb. 3.74) demonstriert eine eindeutige Auswirkung der Salzkonzentration auf die Lebensdauer des P560-Intermediates. Die schnellere Komponente (τ1) besitzt in 0,1 M NaCl eine Zeitkonstante von ca. 4-5 min während ihr Wert in 1 M NaCl ca. 0,5 min beträgt. 
Die langsamere Komponente (τ2) zerfällt mit einem τ-Wert von ca. 9-11 min in 0,1 M NaCl und von ca. 1,2 min in 1 M NaCl. Demnach ist auch der Wert der apparenten Zeitkonstante (τapp) der Gesamtkinetik in 1 M NaCl auf ca. 0,8 min beschleunigt im Vergleich zu der apparenten Zeitkonstante von ca. 8 min in 0,1 M NaCl. Eine steigende NaCl-Konzentration um den Faktor 10 bewirkt also eine Erhöhung der Zerfallsgeschwindigkeit von P560 ebenfalls um ungefähr den Faktor 10. Das gilt sowohl für die jeweils kleinere als auch die jeweils größere Zeitkonstante. Dies führt dazu, dass eine sichtbare Absorptionsabnahme bei 560 nm in hohen Salzkonzentrationen (1 M NaCl) bereits beginnt, bevor die einminütige kurzwellige Belichtungsphase abgeschlossen ist. Aufgrund der kurzen Lebensdauer dieses Intermediates bei hohen Salzkonzentrationen ist es wahrscheinlich, dass auch ohne die lichtinduzierte Akkumulation eine transiente thermische Bildung von P560 erfolgt. Sie wird aber im Absorptionsspektrum nicht sichtbar angereichert (vgl. Abb. 3.69 A).  Diese Erkenntnisse ermöglichen durch die reversible Schaltbarkeit des Proteins in den salzfreien Dunkelzustand D560 (0 M NaCl) einerseits bzw. die verkürzte Lebensdauer des rot-verschobenen Intermediates P560 unter hohen Salzkonzentrationen (1 M NaCl) andererseits, eine schnellere, lichtinduzierte Konvertierung in den jeweiligen Dunkelzustand. Dies wiederum lässt eine Analyse der früheren Zeitpunkte nach Lichtanregung mittels der Blitzlicht-Photolyse zu, da bei diesen Messungen pro Laseranregung nur ein einzelner Zeitpunkt gemessen werden kann (vgl. Abschnitt 3.4.2.1 in Cr-HKR1). Bei einer normalen thermischen Rückreaktion von Os-HKR von mehr als 30 min, könnte somit nur ein Datenpunkt auf dieser Zeitskala aufgenommen werden. Dadurch bekäme eine solche Gesamtmessung (ca. 40 Messzeitpunkte, 10-20 Wiederholungen) zeitliche Dimensionen, in welchen weder die Stabilität des Proteins noch die Konstanz äußerer Parameter gewährleistet wären. Über ein lichtinduziertes Ausbleichen des P400-Intermediates mit einer kurzwelligen LED (380 nm) im Anschluss an jede Lasermessung wird im Fall der salzfreien Probe der Dunkelzustand D560 regeneriert und nach einer Wartezeit von einigen Sekunden kann eine neue Messung erfolgen. Im Fall der 1 M NaCl-haltigen Probe, wird nach der lichtinduzierten Überführung des P400 in das P560 eine Wartezeit von 3 min angeschlossen, was einen vollständigen Zerfall, des unter diesen Bedingungen kurzlebigen 
Intermediates (apparenter τ-Wert von 0,8 min) in den D505-Dunkelzustand gewährleisten sollte und im Anschluss eine erneute Messroutine begonnen werden konnte. Durch eine Kombination der so generierten schnellen Blitzlicht-Photolyse-Daten (von 0,1 µs bis 10 s nach Anregung) und den kontinuierlich aufgenommenen Laser-Daten (von 0,3 s bis ca. 50 min nach Anregung; vgl. Abb. 3.64 und 3.65) konnten Informationen über einen weiten Bereich der photozyklischen Prozesse sowie die salzabhängigen und salzunabhängigen Reaktionen in Os-HKR gewonnen werden (Abb. 3.75 und Abb. 3.76). 
                                                                                                                                   Ergebnisse 
191  
 Abb. 3.75 Laserspektroskopische Messungen an Os-HKR in 0 M NaCl. Messungen des Absorptionsverlaufes von Os-HKR nach Laseranregung (550 nm) in 0 M NaCl (Mittelwert aus 20 Messungen). Darstellung der schnellen Messung von 100 ns bis 10 s nach dem Laserpuls (A), Komponentenspektren (EADS) aus der globalen Analyse (B) und zeitlicher Absorptionsverlauf der Komponenten (C). Darstellung der langsamen Messung von 0,3 s bis ca. 53 min nach dem Laserpuls (D), Komponentenspektren (EADS) aus der globalen Analyse (E) und zeitlicher Absorptionsverlauf der Komponenten (F). Der aufgehellte Bereich des 3-D-Plots (D) entspricht dem zeitlich überlappenden Teilbereich der schnellen Messung (A).  
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 Abb. 3.76 Laserspektroskopische Messungen an Os-HKR in 1 M NaCl. Messungen des Absorptionsverlaufes von Os-HKR nach Laseranregung (510 nm) in 1 M NaCl (Mittelwert aus 20 Messungen). Darstellung der schnellen Messung von 100 ns bis 10 s nach dem Laserpuls (A), Komponentenspektren (EADS) aus der globalen Analyse (B) und zeitlicher Absorptionsverlauf der Komponenten (C). Darstellung der langsamen Messung von 0,3 s bis ca. 53 min nach dem Laserpuls (D), Komponentenspektren (EADS) aus der globalen Analyse (E) und zeitlicher Absorptionsverlauf der Komponenten (F). Der aufgehellte Bereich des 3-D-Plots (D) entspricht dem zeitlich überlappenden Teilbereich der schnellen Messung (A).  Betrachtet man die Ergebnisse der „schnellen“ Messungen (100 ns bis 10 s nach Anregung; Abb. 3.75 A-C und 3.76 A-C) beider Salzkonzentrationen, so weisen Erhöhungen der Absorption im langwelligen Bereich auf frühe rotverschobene Intermediate hin. In beiden Salzkonzentrationen ist das erste auf dieser Zeitskala zu erkennende ein rotverschobenes Intermediat, mit einem Absorptionsmaximum bei ca. 600 nm in 1 M NaCl und bei ca. 620 nm in 0 M NaCl. Es zeigt einen Übergang in ein zweites frühes rotverschobenes Intermediat, welches in 1 M NaCl ein Absorptionsmaximum bei ca. 570 nm besitzt. Aufgrund der Ähnlichkeit dieses Spektrums zum Dunkelzustand D560 in der salzfreien Probe, tritt dieses im Differenzspektrum nur schwach in Erscheinung. Es bleibt in beiden Messungen über einen relativ langen Zeitbereich bestehen, bevor es zur Erhöhung der Absotpion bei 400 nm und der damit verbundenen Bildung des ersten langlebigen blauverschobenen Intermediates P400 kommt.  
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Die globale Analyse deckt eine Beeinflussung bestimmter Prozesse in Os-HKR durch die Salzkonzentrationen auf. Wie bereits in den vorherigen Auswertungen von Laser-spektroskopischen Daten erwähnt repräsentieren die ermittelten EADS (evolutionsassoziierten Differenzspektren) und die jeweiligen Zeitkonstanten für den Zerfall der EADS näherungsweise die enthaltenen spektralen und zeitlichen Komponenten.  In 1 M NaCl (Abb. 3.76 A-C) beschreibt der Übergang von dem ersten EADS in das EADS2 eine Abnahme bei 600 nm und eine Verschiebung der Absorption nach ca. 570 nm. Der ground-state 
bleach (GSB) bei 505 nm bleibt bei beiden EADS nahezu unverändert. Dies repräsentiert vermutlich den Übergang von dem ersten Intermediat P600 in das zweite Intermediat P570 mit einer Zeitkonstante von ca. 5-10 µs. Bei dem folgenden Übergang in EADS3 und EADS4 ist vor allem eine Zunahme bei 400 nm und ein zunehmender GSB unter Abnahme der Absorptionsintensität bei 570 nm zu erkennen, was auf die biphasische Bildung des P400-Intermediates hindeutet. Sie erfolgt mit den zeitlichen Komponenten von ca. 100-200 ms und 5-8 s. Unter salzfreien Bedingungen (Abb. 3.75 A-C) finden sich deutliche Änderungen der äquivalenten Reaktionen. Das EADS1 in 0 M NaCl auf dieser Zeitskala zeigt im Vergleich zum EADS1 unter Hochsalzbedingungen (1 M NaCl) ein bathochrom verschobenes Absorptions-maximum bei ca. 620 nm und den GSB bei 560 nm aufgrund des salzfreien Dunkelzustandes (D560). Der Übergang in das EADS2 ist im Vergleich zur salzhaltigen Probe beschleunigt und verläuft mit einer Zeitkonstanten von ca. 0,6 µs. Das EADS2 weist in der salzfreien Probe ein nahezu auf der Nulllinie verlaufendes Differenzspektrum auf. Das deutet darauf hin, dass das zweite Intermediat ähnliche Absorptionseigenschaften wie der salzfreie Dunkelzustand hat. Daher kann von einem Absorptionsmaximum ähnlich dem EADS2 der salzhaltigen Probe bei 570 nm ausgegangen werden. Das EADS3 und das EADS4 der salzfreien Probe zeigen eine deutliche Absorptionszunahme bei 400 nm, was auf die ebenfalls bi-exponentielle Bildungsreaktion des P400-Zustandes schließen lässt. Die ermittelten Zeitkonstanten der P400-Bildung von ca. 2,5 ms und 50 ms sind in 0 M NaCl im Vergleich zu salzhaltigen Bedingungen deutlich kleiner. Die Bildung des langlebigen P400 ist somit unter salzfreien Bedingungen um ungefähr den Faktor 50-100 beschleunigt.  Die langsame Messung (Start: 0,3 s nach Laserpuls) erfasst in 1 M NaCl (Abb. 3.76 D-F) noch einen Teil der P400-Bildung. Diese wird durch das EADS1 und das EADS2 mit den entsprechenden zeitlichen Komponenten (<1 s und 8 s) repräsentiert, die in den zeitlichen Dimensionen gut mit den schnellen Messungen übereinstimmen. In 0 M NaCl (Abb. 3.75 D-F) ist die Bildung von P400 bei Beginn der langsamen Messungen bereits fast vollständig abgeschlossen. Der Übergang von EADS1 nach EADS2 weist nahezu keine Zunahme der Absorption bei 400 nm auf (τ-Wert EADS1 <1 s). Auch diese Beobachtungen zeigen sich konsistent mit den schnellen Messungen, die eine P400-Bildung in salzfreier Umgebung mit den Zeitkonstanten von 2,5 ms und 50 ms beschreiben. Aus den langsamen Messungen geht hervor, dass die Lebensdauer des P400 durch die Salzkonzentration hingegen wenig beeinflusst zu sein scheint. In 1 M NaCl (Abb. 3.76 D-F) repräsentieren das EADS3 und das EADS4 und in 0 M NaCl (Abb. 3.75 D-F) zeigen das EADS2 und das EADS3 die Abnahme der Absorption bei 400 nm. Daher ist in diesen zeitlichen Komponenten hauptsächlich der Zerfall des P400-Zustandes erfasst. Das P400 zerfällt in beiden Fällen biphasisch mit Zeitkonstanten von ca. 1 min und 8-10 min (450 s-550 s). Eine sehr große Zeitkonstante entsprechend den Daten der spektralen Kinetiken (vgl. Abb. 3.61) von über 20 min kann aus den laserspektroskopischen Daten nicht ermittelt werden. Möglicherweise kann sie in den Modellierungen nicht separat erfasst werden. Demnach könnte die jeweils größere Zeitkonstante des P400-Zerfalls dieser Datenanalysen (8-10 min) aus den beiden größeren τ-Werten zusammengesetzt sein, mit denen der P400-Zerfall 
in den spektralen Kinetiken beschrieben wurde (τ2 von 2-3 min und τ3 von >20 min).  
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In 1 M NaCl ist eine Bildung des späten, langlebigen P560-Intermediates spektroskopisch nicht erkennbar. Dies ist mit den Beobachtungen in den UV/Vis-Spektren konsistent. Nimmt man unter den genannten Bedingungen eine Zerfallszeitkonstante für P560 von unter einer Minute an, so kommt es vermutlich in hohen Salzkonzentrationen nicht zu einer signifikanten Akkumulation des P560-Zustandes.  Die Bildung der unter beiden Salzkonzentrationen beobachteten frühen rotverschobenen Intermediate ist häufig in den Photozyklen mikrobieller Rhodopsine zu finden [170], [282], [298], allerdings besitzt besonders das zweite rotverschobene Intermediat mit einer Zerfallszeitkonstante von 50 ms (0 M NaCl) bzw. mehreren 100 ms (1 M NaCl) eine lange Lebensdauer im Vergleich zu analogen frühen Intermediaten im Fall von z.B. Bakteriorhodopsin. Man kann davon ausgehen, dass diese Intermediate äquivalent auch unter Standardbedingungen (0,1 M NaCl) auftreten. Deren kinetische Entwicklung sollte infolge der Salzexistenz denen der Hochsalzprobe entsprechen (1 M NaCl). Aufgrund der fehlenden Möglichkeit in moderater Salzkonzentration eine schnelle Dunkelzustandsregeneration zu induzieren, können die frühen Zeitpunkte in 0,1 M NaCl nicht vermessen werden. Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass einige der beobachteten photozyklischen Prozesse in Os-HKR von der Anwesenheit der Anionen beeinflusst werden, während andere keine salzspezifischen Abweichungen zeigen. Betroffen von den salzabhängigen Änderungen sind das Absorptionsmaximum des ersten erfassten frühen Intermediates, die Lebensdauern der frühen rotverschobenen Intermediate sowie die zeitlichen Komponenten der Bildungsreaktion des P400-Zustandes. Außerdem ist die Zerfallsreaktion des P560-Zustandes mit steigender Salzkonzentration deutlich beschleunigt, und der Übergang von P560 nach D505 findet ohne Salz in der Protein-Umgebung nicht statt. Dagegen werden die zeitlich dazwischen liegenden Prozesse wie das Absorptionsmaximum des P400-Zustandes, der P400-Zerfall und der damit verbundene Übergang in den P560-Zustand nicht signifikant von dem Salzgehalt beeinflusst. Demnach muss, wie bereits erwähnt, eine transiente Auflösung der Wechselwirkung zwischen Anion und Protein vermutlich verbunden mit einer transienten Anion-Abgabe aus dem Protein innerhalb des Photozyklus erfolgen. Diesem Umstand wird in den schwingungs-spektroskopischen Messungen nachgegegangen (siehe Abschnitte 3.5.5 und 3.5.6).  
3.5.4.3 pH-Wert-Abhängigkeit Um den Einfluss des pH-Wertes der Umgebung auf die spektroskopischen Eigenschaften von Os-HKR zu untersuchen, wurde es in verschiedene Pufferbedingungen überführt. Der pH-Wert wurde in den hier gezeigten Messungen zwischen pH 5,5 und pH 8,5 variiert, während die Standard-Messungen in pH 7,8 durchgeführt wurden.   
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 Abb. 3.77 Absorptionsspektren von Os-HKR im Dunkelzustand D505 in pH 5,5, pH 7 und pH 8,5.  Vergleicht man die dunkeladaptierten Absorptionsspektren von Os-HKR in leicht sauren (pH 5,5), neutralen (pH 7) und leicht basischen pH-Werten (pH 8,5), so sind nahezu keine Veränderungen bezüglich der Lage des Absorptionsmaximums zu identifizieren (Abb. 3.77). Lediglich Abweichungen von 1-2 nm sind zu erkennen. Die schwachen Unterschiede der Absorptionsintensität im rotverschobenen Bereich des Spektrums folgen keiner pH-Systematik. Sie sind vermutlich auf abweichende Restanteile im P560-Zustand zurückzuführen. Auch eine weitere Absenkung des pH-Wertes auf pH 4 oder eine Erhöhung auf pH 9 führen nicht zu einer signifikanten Änderung des Absorptionsmaximums des D505-Dunkelzustandes (nicht gezeigt; Bachelorarbeit D. Pawliczek). Allerdings lässt sich ein deutlicher Einfluss des pH-Wertes auf die Bildung und Stabilität der langsamen Intermediate nach Belichtung feststellen (Abb. 3.78).  
 Abb. 3.78 Grünlichtinduzierte Absorptionsänderungen in Abhängigkeit vom pH-Wert. Absorptionsspektren von Os-HKR im Dunkelzustand, nach einer einminütigen Belichtung mit 530 nm Licht und Absorptionsänderungen bis 30 min nach Belichtung in pH 5,5 (A), pH 7 (B) und pH 8,5 (C). Vergleich der Spektren direkt nach Belichtung in verschiedenen pH-Werten (D). 
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Betrachtet man den Verlauf der Absorptionsspektren nach Belichtung unter vergleichbaren Belichtungsparametern mit langwelligem Licht (530 nm) so lassen sich Unterschiede zwischen den verschiedenen pH-Werten feststellen. Das langwellige Licht bewirkt unter Standard-bedingungen (pH 7,8) eine Anreicherung des ersten langlebigen Intermediates P400 (siehe Abb. 3.51). Unter vermehrt basischen Bedingungen (pH 8,5) kann das Ausbleichen des Dunkelzustandes und die Bildung des P400-Zustandes noch effektiver induziert werden (Abb. 3.78 C und D). Während der Dunkeladaptation kommt es in Folge des Zerfalls des P400, zu einer ebenfalls ausgeprägten Akkumulierung des P560-Zustandes. In leicht saurem pH-Wert hingegen (pH 5,5, Abb. 3.78 A und D) kann die Bildung der beiden langlebigen Intermediate P400 und P560 nur in vergleichsweise geringer Intensität beobachtet werden. Die transiente Absorptionszunahme im Wellenlängenbereich von 400 nm liegt nur bei etwa einem Anteil von 19 % des unter pH 8,5 beobachteten Anstiegs. Gleichzeitig liegt direkt nach Belichtung ein Großteil des Proteins im Dunkelzustand vor. Auch in neutralem pH-Wert (pH 7) überführt die Belichtung das Protein weniger wirkungsvoll in den P400-Zustand als unter basischen Bedingungen (Abb. 3.78 B und D). Verglichen mit pH 8,5 beträgt die sichtbare Zunahme der Absorptionsintensität bei 400 nm in pH 7 ca. 44 % und in den leicht basischen Standardbedingungen pH 7,8 ca. 88 % (siehe Abb. 3.51).   
 Abb. 3.79 Blaulichtinduzierte Absorptionsänderungen in Abhängigkeit vom pH-Wert. Verlauf der Absorptionsspektren von Os-HKR nach einer einminütigen Belichtung mit 400 nm Licht bis 30 min nach Belichtung in pH 5,5 (A), pH 7 (B) und pH 8,5 (C). Vergleich der Spektren direkt nach Belichtung in verschiedenen pH-Werten (D).  Bei Belichtung mit kurzwelligem Licht erfolgt unter basischen Bedingungen (Abb. 3.79 C und D) eine starke Akkumulation des rotverschobenen Intermediates P560 durch die zusätzlich zur Anregung des Dunkelzustandes erfolgende lichtinduzierte Konvertierung des P400- in den P560-Zustand. In leicht sauren pH-Werten (pH 5,5) kann diese Reaktion ebenfalls, allerdings weniger effektiv, beobachtet werden (Abb. 3.79 A und D). Vergleicht man die Bildung des P560 
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in neutralem (pH 7) und leicht saurem pH-Wert (pH 5,5), so ist vor allem ein Unterschied in der Lebensdauer des rotverschobenen Intermediates festzustellen. Der P560-Zerfall scheint bei niedrigerem pH-Wert beschleunigt zu sein. Auffällig ist, dass in basischen Pufferbedingungen auch nach einer langen Dunkeladaptationsphase von 30 min noch ein relativ großer Anteil des Proteins im P560-Intermediat vorliegt. Ob der im Gegensatz dazu mit sinkendem pH-Wert steigende Anteil des Proteins im Dunkelzustand D505 direkt nach Belichtung (Abb. 3.79 D; vgl. auch Abb. 3.78) auf eine Stabilisierung des Dunkelzustandes oder eine Beschleunigung des Photozyklus zurückzuführen ist, kann aus diesen Daten nicht abgeleitet werden. Um weiteren Aufschluss über den Einfluss des pH-Wertes auf die Abläufe im Os-HKR-Photozyklus zu erhalten, wurden Messungen im Scan-Kinetik-Modus durchgeführt. Die daraus hervorgehenden Zeitkonstanten für die Bildung und Lebensdauer der Intermediate in den verschiedenen pH-Werten wurden einander gegenübergestellt. Es wurden Vergleiche der Messungen in pH 5,5 und pH 8,5 angestrebt. Die Messungen in pH 7 wurden aus diesen Vergleichen ausgeschlossen, da ein zusätzlicher Einfluss durch einen möglicherweise abweichenden Chlorid-Ionengehalt bedingt durch das Justieren des Puffers nicht ausgeschlossen werden konnte (siehe auch 3.5.4.2). Die Messungen wurden nach langwelliger Belichtung (530 nm) und kurzwelliger Belichtung (400 nm) durchgeführt. Nach Belichtung mit 530 nm wurden die repräsentativen Absorptionsspuren für das P400-Intermediat und das P560-Intermediat verfolgt (Abb. 3.80).  Wird der zeitliche Verlauf der Absorptionsänderung bei 400 nm für die beiden pH-Werte pH 5,5 und pH 8,5 verglichen so fällt besonders die große Abweichung in der absoluten Absorptionsdifferenz auf. Der blauverschobene P400-Zustand kann, wie schon in den Absorptionsspektren beobachtet (siehe Abb. 3.78), mit sinkendem pH-Wert weniger stark angereichert werden. Das könnte grundsätzlich zwei Ursachen haben: Entweder wird die Bildung von P400 und die damit vermutlich verbundene Deprotonierung der Schiff’schen Base durch Absenkung des pH-Wertes inhibiert oder der gebildete P400 müsste eine geringere Lebensdauer aufweisen als es unter leicht basischen Bedingungen der Fall ist. Dies müsste die Folge einer beschleunigten Reprotonierung der Schiff’schen Base sein. Sieht man allerdings von der Intensität des gebildeten P400 ab, so zeigt der hier zu beobachtende Zerfall in beiden pH-Werten einen sehr ähnlichen Verlauf (Abb. 3.80 A Inset und B). Die jeweils erfassten drei zeitlichen Komponenten für den Zerfall des P400-Intermediates (τ1: 0,86 min, τ2: 2,68 min, 
τ3: 16,58 min für pH 5,5 und τ1: 0,76 min, τ2: 3,03 min, τ3: 16,64 min für pH 8,5) zeigen bei beiden pH-Wert Bedingungen eine sehr große Ähnlichkeit. Allerdings ergibt sich für pH 8,5 mit einem Wert von 3,7 min eine etwas höhere errechnete apparente Zeitkonstante (τapp) als es in pH 5,5 mit einer τapp von 2,8 min der Fall ist. Der Grund dafür ist ein leicht erhöhter τ2-Wert bei 
pH 8,5 und ein im Mittel etwas größerer Anteil des τ3-Wertes an der Gesamtkinetik, der für pH 8,5 32 % und für pH 5,5 nur 19 % beträgt. Da die Standardabweichung dieses τ3-Wertes aber in beiden Fällen sehr groß ist, kann ein fehlerhafter Einfluss besonders dieser Zeitkonstante nicht ausgeschlossen werden. Des Weiteren ist die exakte Auswertung der Daten des pH 5,5 durch die weniger großen Intensitäts-Änderungen erschwert und kann ebenfalls zu Verfälschungen führen. Infolge der überraschend ähnlichen Lebensdauer von P400 in den verschiedenen pH-Werten käme eine beschleunigte Abklingreaktion von P400 in pH 5,5 als Begründung für die geringe P400-Akkumulation nur in Frage, wenn ein Teil des P400-Zerfalls so deutlich beschleunigt wäre, dass er im Rahmen dieser langsamen Messmethoden nicht aufgelöst werden könnte.  
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 Abb. 3.80 Auswertung des Einflusses des pH-Wertes auf den kinetischen Verlauf der Photoreaktionen (Grünlicht). Beispiele für den Verlauf der Absorption bei 400 nm (A) und bei 580 nm (C) nach einer einminütigen Belichtung (530 nm) von Os-HKR in pH 5,5 und pH 8,5. Die Säulendiagramme stellen die gemittelten τ-Werte, die 
prozentualen Anteile an der Gesamtfunktion und die errechnete apparente Zeitkonstante (τapp) für den P400-Zustand (B) und den P560-Zustand (D) dar. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen an.   Ein deutlicher Unterschied ergibt sich hingegen beim Vergleich des Absorptionsverlaufes bei 580 nm in pH 5,5 und pH 8,5, der die Entstehung und den Zerfall des P560-Intermediates widerspiegelt (Abb. 3.80 C und D). Nach Beendigung der Belichtung mit langwelligem Licht (530 nm) nimmt die Absorption bei 580 nm in pH 8,5 mit einer Zeitkonstante von 1 min zu. Im Gegensatz dazu kann der Prozess der P560-Anreicherung in pH 5,5 innerhalb des betrachteten Zeitfensters nicht mehr beobachtet werden. Direkt nach Belichtungsende ist die Absorptionsintensität bei 580 nm maximal und es kommt zum Zerfall von P560. Dieser zeigt in sauren pH-Bedingungen eine Abhängigkeit von zwei zeitlichen Komponenten, dem τ1 von 1,6 min mit einem Anteil von 41 % und dem τ2 von ca. 12 min mit einem Anteil von 59 % an der 
Gesamtkinetik. Daraus ergibt sich eine apparente Zeitkonstante (τapp) von ungefähr 5 min. Währenddessen ist unter basischen Bedingungen nur jeweils eine zeiltiche Komponente detektierbar. Die ermittelte apparente Zeitkonstante für den Zerfall des P560 beträgt in pH 8,5 ca. 10 min. Hierbei ist es wahrscheinlich, dass eine zweite Zeitkonstante für den P560-Zerfall durch die noch stattfindende Bildungsreaktion überlagert wird (vgl. Abb. 3.59). In der Folge wird auch die Dunkelzustandsregeneration stark beeinflusst durch den pH-Wert (Daten nicht gezeigt). Sie verläuft mit einer apparenten Zeitkonstante von 2,5 min in pH 5,5 deutlich schneller als in pH 8,5 (τapp 8-9 min). Die leichten Diskrepanzen zu den apparenten Zeitkonstanten des jeweiligen P560-Zerfalls kommen vermutlich durch die beiläufige Miterfassung der P560-Bildung zustande (siehe Abschnitt 3.5.3). 
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Noch offensichtlicher wird der pH-Wert-abhängige Unterschied, wenn man die Daten für den P560-Zerfall nach einer 400 nm-Belichtung vergleicht (Abb. 3.81). Da durch das kurzwellige Licht der P400-Zustand bereits während der Belichtung ausgeblichen wird, kann der Übergang aus P400 nach P560 unter diesen Bedingungen nicht dokumentiert werden. Ein Vorteil dieser Daten ist aber, dass der reine Zerfall des rotverschobenen P560-Intermediates verfolgt werden kann, ohne dass es zu überlagernden Effekten kommt (vgl. Abb. 3.59). Unter beiden pH-Wert-Bedingungen erscheint der Zerfall des P560-Intermediates nach kurzwelliger Lichtanregung (400 nm) im Vergleich zur Belichtung mit 530 nm beschleunigt, da es bereits während der Belichtung zu einer maximalen Akkumulation von P560 kommt und dieses, wie in Abschnitt 3.5.3 ausführlich beschrieben, nicht mehr durch den Zerfall von P400 aufgefüllt wird.  
 Abb. 3.81 Auswertung des Einflusses des pH-Wertes auf den kinetischen Verlauf der Photoreaktionen (Blaulicht). Beispiele für den Verlauf der Absorption bei 580 nm nach einer einminütigen 400 nm-Belichtung für Os-HKR in pH 5,5 und pH 8,5 (A). Das Säulendiagramm stellt die gemittelten τ-Werte und die apparenten Zeitkonstanten 
(τapp) dar (B). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen an.   Wie nach langwelliger Belichtung erfolgt der Zerfall des lichtinduziert akkumulierten P560 im Fall von pH 5,5 bi-exponentiell. Der τ1-Wert beträgt 0,42 min und hat mit fast 70 % einen deutlich höheren Anteil an der Gesamtkinetik als nach langwelligem Lichteinfluss (vgl. Abb. 3.80 B). Der τ2-Wert beträgt 13,4 min. Daraus ergibt sich eine apparente Zeitkonstante 
(τapp) von ca. 1,3 min. In pH 8,5 ist für den Zerfall des P560 nur eine Komponente mit einer 
apparenten Zeitkonstante (τapp) von ca. 8 min nachweisbar. Ob tatsächlich nur eine Komponente an dem Prozess beteiligt ist oder ob der Anteil einer weiteren Komponente so stark verringert ist, dass sie nicht nachgewiesen werden kann, ist unklar. Zusätzlich ist unter basischen Bedingungen eine große Differenz zur Basislinie nach Beendigung der Kinetik zu beobachten. Daher kann die Existenz einer weiteren sehr langsamen Komponente nicht ausgeschlossen werden, die möglicherweise in den kinetischen Berechnungen nicht erfasst wird. Der beschleunigte Zerfall des P560 in saurer pH-Umgebung wirkt sich auch auf die Regeneration des Dunkelzustandes aus. Die ermittelten Zeitkonstanten für die D505-Regeneration (τapp von 1,3 min in pH 5,5 und τapp von ca. 7-8 min) sind vergleichbar mit den τ-Werten des jeweiligen P560-Zerfalls (Daten nicht gezeigt).   
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Aus den Daten dieser pH-Wert-abhängigen Messung wird besonders deutlich, dass durch eine steigende Anzahl an Protonen im Puffer der Zerfall des P560-Zustandes beschleunigt wird, während der Zerfall des P400-Zustandes durch die pH-Wert-Absenkung nur wenig beeinflusst ist. Dies ist insofern überraschend, da die effiziente Anreicherung des langlebigen P400-Zustandes bei einer Absenkung des pH-Wertes drastisch reduziert ist. Anhand dieser Ergebnisse lässt sich die Beobachtung erklären, dass unter langwelliger Belichtung und niedrigem pH-Wert die Anreicherung des P560-Zustandes nur in geringer Intensität erfolgt (siehe Abb. 3.78). Einerseits kommt es zu einer ineffektiveren lichtinduzierten Anreicherung des P400, so dass der thermische Zerfall in weniger P560-Bildung resultiert. Zusätzlich ist die apparente Zeitkonstante für den Zerfall von P560 durch die Absenkung des pH-Wertes von pH 8,5 auf pH 5,5 ungefähr um den Faktor 6-8 auf ca. 1-2 min beschleunigt. Der Übergang aus dem P400- in den P560-Zustand verläuft in saurer Umgebung mit einer apparenten Zeitkonstante von ca. 3 min hingegen nur wenig beschleunigt als es in leicht 
basischen Bedingungen (τapp-Wert von 3,7 min) der Fall ist. Somit erfolgt der Zerfall von P560 schneller als er über den P400-nach P560-Übergang aufgefüllt werden kann. In den Absorptionsspektren wird in der Folge nur ein geringer Anteil des gebildeten P560 apparent.  Einige interessante Auswirkungen der pH-Wert-Änderungen werden zusätzlich in zeit-aufgelösten laserspektroskopischen Messungen deutlich (0,35 s bis ca. 32 min nach Anregung; Abb. 3.82). Es wurden Daten unter Standardbedingungen (pH 7,8) und unter deutlicher pH-Wert-Absenkung (pH 4,25) aufgenommen. Aufgrund der relativ schlechten Datenqualität der Messungen aus pH 4,25 wird in diesem Fall auf eine globale Analyse verzichtet. Dargestellt ist der kontinuierliche Absorptionsverlauf im Zeitbereich von 0,35 s bis ungefähr 32 min nach dem Lichtimpuls (Abb. 3.82 A - D). In den Lasermessungen kann eine Änderung der Bildungsreaktion des P400-Zustandes in verschiedenen pH-Werten festgestellt werden. Aus den UV/Vis-spektroskopischen Messungen ging hervor, dass in sauren pH-Bedingungen eine weitaus geringere Absorptionsintensität im Absorptionsbereich des P400-Zustandes erreicht wird. In den Laser-Daten kann in pH 4,25 nach Beginn der Messung (0,35 s nach Laserpuls) keine weitere Absorptionszunahme bei 400 nm verzeichnet werden (Abb. 3.82 C; Inset). Die Absorption bei 400 nm bleibt in dem Zeitfenster (0,3 s bis 10 s nach Anregung) nahezu konstant. In pH 7,8 erfolgt im Zeitbereich von ca. 0,35 s und 5 s hingegen noch eine Zunahme der Absorption bei 400 nm. Diese ist in dem Zeitrahmen der Messung auf die langsamere Komponente der P400-Bildung unter salzhaltigen Bedingungen zurückzuführen (5-8 s; vgl. Abschnitt 3.5.3). Möglicherweise ist die fehlende Absorptionszunahme in sauren pH-Bedingungen auf eine Abnahme dieser langsamen Komponente zurückzuführen. Der Zerfall von P400 wird hingegen weniger stark vom pH-Wert beeinflusst, wie schon in den vorherigen Messungen gezeigt wurde. Die aus den zeitlichen Absorptionsverläufen (Abb. 3.82 C) errechnete apparente Zeitkonstante liegt in pH 4,25 bei 2-2,5 min und sie ist im Fall von pH 7,8 auf ca. 3 min erhöht.  
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 Abb. 3.82 Einfluss des pH-Wertes auf die Photoreaktionen in den laserspektroskopischen Messungen. Zeitlicher Verlauf der Differenzspektren von Os-HKR nach Laseranregung mit 500 nm in pH 4,25 und pH 7,8 von 0,35 s bis 32 min nach dem Lichtimpuls (A). Differenzsspektren zu den Zeitpunkten 0,35 s, 10 s und 101 s nach der Laseranregung (B). Zeitlicher Verlauf der Absorptionsdifferenz bei den Wellenlängen 388 nm (C), 580 nm (D).   Besonders deutlich sind die pH-Wert-abhängigen Unterschiede im langwelligen Bereich des Spektrums ausgeprägt. So wird das rotverschobene Intermediat P560 und die damit verbundene Absorptionserhöhung bei 560 nm in pH 7,8 erst spät im zeitlichen Verlauf des Photozyklus beobachtet (Abb. 3.82 B, t = 101 s und D). Nach ca. 1-1,5 min hat es seine maximale Intensität erreicht. In pH 4,25 kann zu vergleichbaren Zeitpunkten ebenfalls eine Absorption bei 560 nm mit geringerer Intensität festgestellt werden. Dies kann vermutlich auf die beschleunigte Zeitkonstante des P560-Zerfalls unter Erhöhung der Protonen-Konzentration zurückgeführt werden, wodurch die P560-Anreicherung vermindert wird. In pH 4,25 ist die Zerfallsreaktion von P560 mit einer Zeitkonstante von etwa 2 min deutlich kleiner im Vergleich zu der Zeitkonstante von 6-7 min in pH 7,8. (Abb. 3.82 D).  Ein weiterer Unterschied kann zu Beginn der Messdaten festgestellt werden (t = 0,35 s). Hier fällt in pH 4,25 eine erhöhte Absorption im langwelligen Bereich auf, die in pH 7,8 zu diesem Zeitpunkt nicht festzustellen ist. Diese Absorption nimmt im weiteren Verlauf ab, bevor es wieder zu einer leichten Zunahme bei 560 nm zwischen 40-90 s nach Anregung kommt. Dies lässt sich anhand der Differenzspektren der verschiedenen Zeitpunkte nach Anregung verfolgen (Abb. 3.82 B). Die späte Zunahme der Absorptionsintensität bei 560 nm ist vermutlich auf den bereits erwähnten P400-nach-P560-Übergang zurückzuführen.  
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Es ist allerdings unklar, ob es sich bei der zu frühen Zeitpunkten auftretenden Absorption im langwelligen Bereich um sehr früh gebildetes P560-Intermediat handelt, das aus einem unter sauren pH-Bedingungen beschleunigten Zerfall von P400 resultieren müsste. Aufgrund der Tatsache, dass bisher keine nennenswerte Beschleunigung des P400-Zerfalls nachweisbar war, müsste ein solcher Übergang in einem Zeitbereich stattfinden, der auch mit den Laser-Messungen (Beginn bei 0,3 s nach der Anregung) nicht erfasst werden kann. Gegen diese Hypothese spricht, dass das entsprechende Differenzspektrum (Abb. 3.82 B; t = 0,35 s) eine Ausweitung der Absorption in den langwelligeren Bereich bei ca. 620 nm zeigt, welche im Fall von P560 nicht zu erkennen ist. Aus diesem Grund könnte es sich hierbei auch um die Restabsorption eines kurzlebigen Photointermediates handeln, welches besonders unter Absenkung des pH-Wertes zu ermitteln ist. Das Auftreten des Intermediates könnte aus alternativen, pH-Wert-abhängigen photozyklischen Prozessen resultieren. Diese wären stark beschleunigt und könnten zu der schnellen Dunkelzustandsregeneration führen, die in den UV/Vis-spektroskopischen Messungen in niedrigen pH-Werten beobachtet wurde (siehe Abb. 3.78-3.81).   Da die Bildung der Photoprodukte P400, P560 und D505 im Os-HKR-Photozyklus abhängig von der Anwesenheit von monovalenten Anionen ist (siehe Abschnitt 3.5.4.2), scheinen sich die pH-Wert-abhängigen Änderungen und die Anionen-abhängigen Prozesse gegenseitig zu beeinflussen. Das wird durch ein weiteres Experiment bestätigt, in welchem die Bildung des P400-Intermediates nach Belichtung bei pH 5,5 in 0 M NaCl und in 1 M NaCl verglichen wird.   
 Abb. 3.83 Lichtinduzierte Absorptionsänderungen in Os-HKR in Abhängigkeit von pH-Wert und NaCl-Konzentration. Dunkelspektren und Absorptionsspektren nach Belichtung mit 530 nm bei pH 5,5 in 0 M NaCl (A) und 1 M NaCl (B). Licht-minus-Dunkel-Differenzspektren bei pH 7,8 und pH 5,5 in 0 M NaCl (C) und 1 M NaCl (D).  
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Der Einfluss des pH-Wertes auf die Bildung der langsamen Photoprodukte ist abhängig von der Anwesenheit von Anionen in der Proteinumgebung (Abb. 3.83). In salzfreiem Puffer kann der P400-Zustand auch bei niedrigem pH-Wert akkumuliert werden (A). Im Vergleich zu leicht basischen pH-Bedingungen ist die Effizienz der Bildung um ca. 45 % verringert (C). Dieser Effekt wird durch die Gegenwart von NaCl verstärkt. Hier ist die Bildung der P400-Spezies in saurem pH-Wert um ca. 80 % reduziert (Abb. 3.83 B und D) im Vergleich zu pH 7,8. Gleichzeitig kommt es zu einem geringeren Ausbleichen des Dunkelzustandes. Diese Ergebnisse zeigen, dass ein Zusammenhang zwischen der Salz- und pH-Abhängigkeit existieren muss. Falls ein alternativer beschleunigter Photozyklus existiert, wird dieser verstärkt unter einer Erhöhung der Chlorid-Konzentration in Kombination mit einer Absenkung des pH-Wertes eingeschlagen.  
3.5.5 Resonanz-Raman-Spektroskopie an Os-HKR Wildtyp Um zusätzlich zu den getroffenen Beobachtungen Aussagen über die Struktur und allgemeinen Eigenschaften des Os-HKR-Chromophors tätigen zu können, wurden Resonanz-Raman-(RR)-Messungen durchgeführt. Durch die selektive Verstärkung der Chromphor-Schwingungsmoden in den RR-Messungen sollte die strukturelle Aufklärung hinsichtlich der Konfiguration, der Konformation und des Protonierungszustandes des Retinals erfolgen (siehe 3.4.6 Cr-HKR1).  Die RR-Messungen von Os-HKR wurden wie im Fall von Cr-HKR1 (siehe 3.4.6) in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. P. Hildebrandt an der Technischen Universität Berlin durchgeführt. Die RR-Spektren wurden unter der experimentellen Leitung von Dr. Sara Bruun und Anke Keidel aufgenommen. Die Spektren wurden in enger Zusammenarbeit mit der AG Hildebrandt ausgewertet und diskutiert. 
 
3.5.5.1 Resonanz-Raman-Messungen an D505 und P560 Die Messungen des Dunkelzustandes und des P560-Intermediates wurden mit einer Laser-Anregung von 514 nm durchgeführt. Da eine photochemische Stabilisierung des D505-Zustandes nicht möglich ist, stellte sich die Messung des D505-Dunkelzustandes bei Raumtemperatur durch die langsame thermische Regeneration des Photozyklus und die durch die Messung bedingte Dauerbelichtung durch den Laser als schwierig dar. Auch eine selektive Verstärkung des D505-Zustandes allein ist durch die spektrale Überlappung mit den anderen Photointermediaten nicht möglich. Es wurde mit verschiedenen Vorgehensweisen versucht, diesen getrennt von den anderen langlebigen Intermediaten zu betrachten.  Eine effiziente Anreicherung des rotverschobenen Zustandes P560 ist durch kurzwelliges Licht möglich (siehe Abschnitt 3.5.1). Es wurden verschiedene kurzwellige Hintergrundbelichtungen getestet. Zur Evaluierung der bestmöglichen Messbedingungen wurde zunächst der Bereich des RR-Spektrums zwischen 1400 cm-1 und 1700 cm-1 aufgetragen und verglichen. Dieser Bereich enthält die intensivsten Banden des Spektrums (1500 cm-1-1600 cm-1), insbesondere das charakteristische C=C-Streckschwingungssignal der Polyenkette des Retinals. Hochfrequente Banden oberhalb von 1600 cm-1 werden der C=N-Streckschwingung der Retinal Schiff Base (RSB) zugeordnet [176], [180], [288].  
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 Abb. 3.84 RR-Messungen an Os-HKR im Dunkelzustand und im P560-Zustand bei Raumtemperatur I. Ausschnitt der RR-Spektren von Os-HKR (514 nm Laser, 293 K) ohne bzw. mit Hintergrundbelichtung verschiedener Wellenlängen zur Messung des D505-Zustandes (A) bzw. des P560-Zustandes (B).   Die Messung des Dunkelzustandes D505 erwies sich als schwierig, da die während der Messung obligatorisch erfolgende RR-Anregung eine sofortige Photokonversion dieses Zustandes zur Folge hat. Es sind in der Messung ohne Hintergrundbelichtung (Abb. 3.84 A) zwar deutliche Banden im Spektrum zu erkennen, welche auf einen Anteil des D505-Zustandes hinweisen könnten (C=C-Signale bei 1538 cm-1 und bei 1551 cm-1). Allerdings zeigen die C=C-Streck-schwingungsbanden Verbreiterungen im niederfrequenten Bereich (Bande bei 1530 cm-1), was auf einen großen Anteil an Protein im P560-Zustand hindeutet (vgl. Abb. 3.84 B). Auch die C=N-Streckschwingungsbande erscheint weniger distinkt als im P560-Zustand und könnte auf die Existenz von zwei sich überlagernden C=N-Moden bei 1642 cm-1 und bei 1652 cm-1 hinweisen. Zusätzlich tritt eine sehr hochfrequente Bande bei 1682 cm-1 auf. Auch eine Hintergrundbelichtung mit langwelligem Licht (590 nm LED), die ein Ausbleichen des P560-Intermediates bewirken soll, während der D505-Zustand weitestgehend unbeeinflusst bleibt, führt nicht zu einem definierten Dunkelzustandsspektrum. Hierbei scheint trotz der geringen Verstärkung bei 514-nm Anregung auch der Anteil des P400-Zustandes im Spektrum zu steigen, was besonders an dem verstärkten Auftreten der C=N-Bande bei 1614 cm-1 zu erkennen ist (vgl. Abb. 3.90). Der P400-Zustand wird unter diesen Belichtungs- und Messbedingungen (Laser 514 nm, LED 590 nm) stark angereichert. Eine Messung des rotverschobenen Intermediates kann zufriedenstellend mit einer kurzwelligen Hintergrundbelichtung erreicht werden (Abb. 3.84 B). Dabei sind die in den Spektren feststellbaren Abweichungen zwischen den verschiedenen getesteten Hintergrundbelichtungen (400 nm LED, 455 nm LED bzw. 400 nm + 455 nm LED) nur gering. In allen Fällen lässt sich eine distinkte Bande bei 1530 cm-1 (C=C) und eine klare Bande bei 1652 cm-1 (C=N) detektieren. Spektrale Anteile des D505-Dunkelzustandes (bei 1538 cm-1 und 1551 cm-1) bzw. des P400-Zustandes (1614 cm-1) sind nur andeutungsweise zu erkennen. Besonders bei ausschließlicher 400 nm-Hintergrundbelichtung sinkt die Intensität der 1614 cm-1-Bande, was wahrscheinlich die Folge des Ausbleichens von P400 durch die kurzwellige Bestrahlung ist. Um die Belichtungsbedingungen möglichst einfach und reproduzierbar zu halten, wurde in weiteren Experimenten zur Messung des P560 nur mit einer 400 nm-Hintergrundbelichtung gearbeitet. Ein Ansatz zur Stabilisierung des D505-Dunkelzustandes bestand in einer Absenkung des pH-Wertes (vgl. Abschnitt 3.5.4.3). Die Anteile der anderen langlebigen Intermediate an den Spektren sollten so reduziert werden. 
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 Abb. 3.85 RR-Messungen am Os-HKR im Dunkelzustand und im P560-Zustand bei Raumtemperatur II. RR-Spektren bei 293 K (514 nm Laser) von Os-HKR in pH 4,25 (A) und in pH 7,8 mit 400 nm Hintergrundbelichtung (B) jeweils in H2O (schwarze Linie) und D2O (rote Linie). Der Ausschnitt (I) zeigt den ausgedehnten hochfrequenten Bereich mit den charakteristischen C=C- und C=N-Banden.  Vergleicht man die beiden Bandenmuster aus Abbildung 3.85 so lassen sich prägnante Unterschiede feststellen. Besonders deutlich werden sie bei näherer Betrachtung der C=C- und C=N-Banden (Abb. 3.85 Ausschnitt I). In saurem pH-Wert, welcher der Stabilisierung des D505-Dunkelzustandes (Abb. 3.85 A) dienen sollte, wird eine C=C-Bande bei 1538 cm-1 mit einer ausgeprägten Schulter bei 1551 cm-1 beobachtet. Anteile der im P560-Zustand vorrangigen Bande bei 1530 cm-1 (Abb. 3.85 B) können nicht ausgeschlossen werden. In der breiten C=N-Doppelbande kann ein Maximum bei 1643 cm-1 und eine Schulter bei 1652 cm-1 identifiziert werden. Dies korreliert mit den zwei gut definierten C=C-Streckschwingungsmoden (1538 cm-1 und 1551 cm-1), so dass die Existenz von zwei Retinal-Konformeren vermutet werden kann. Die niederfrequente C=N-Bande (1643 cm-1) tritt hier stärker hervor, während im P560-Spektrum bei pH 7,8 die 1643 cm-1-Bande nur als schwache Schulter zu beobachten ist. Eine sehr hochfrequente Bande bei 1682 cm-1 tritt ausschließlich im pH-stabilisierten Dunkelzustand auf. Aufgrund ihrer hohen Frequenz kann sie keiner C=N-Mode zugeordnet werden. Dieser Bereich des Spektrums ist eher charakteristisch für C=O-Streckschwingungsmoden. Ihr Ursprung ist nicht klar. Die höherfrequente Lage der C=C-Streckschwingungsbande in Abb. 3.85 A im Vergleich zum P560-Spektrum ist auf eine Zunahme der π-Elektronendichte in den C=C-Doppelbindungen zurückzuführen [288], [292]. Diese ist ein Hinweis auf die Blauverschiebung des Absorptionsmaximums des gemessenen Zustandes, da in Rhodopsinen eine entgegengesetzt 
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proportionale Abhängigkeit zwischen der C=C-Streckschwingungsfrequenz und dem Absorptionsmaximum besteht [114], [115], [287]. Die Differenz der Schwingungsfrequenzen der C=C-Streckschwingungsbanden zwischen den beiden Spektren in Abb. 3.85 spricht somit zumindest für eine partielle Stabilisierung des D505-Dunkelzustandes durch den niedrigen pH-Wert, da dessen Absorptionsspektrum im Vergleich zum P560 hypsochrom verschoben ist.  Das Maximum der C=C-Streckschwingungsbande des mutmaßlichen P560-Zustandes (Abb. 3.85 B) liegt bei 1530 cm-1. Dennoch deutet die Schulter bei 1551 cm-1 auf die Anwesenheit einer weiteren Spezies hin. Ob diese Spezies ein Restanteil des nicht photoaktivierten Dunkelzustandes ist oder die Schulter auf eine Isomeren-Mischung im P560-Zustand selbst zurückzuführen ist, lässt sich hieraus nicht bestimmen. Ebenso kann die Existenz weiterer Photointermediate aufgrund der messbedingt erfolgenden Dauerbelichtung nicht ausgeschlossen werden. Es ist eine ausgeprägte C=N-Streckschwingungsbande bei 1652 cm-1 vorhanden, welche zusammen mit der C=C-Bande bei 1530 cm-1 der dominierenden Retinalkonfiguration zugeordnet werden kann. Die C=N-Bande ist leicht verbreitert in Richtung niedriger Frequenzen (1643 cm-1), was das Argument für die Anwesenheit einer weiteren Retinalspezies unterstützt. Die Existenz mehrerer C=C- und C=N-Streckschwingungsbanden in den Spektren der einzelnen Zustände konnte in anderen Rhodopsinen [138] als Resultat einer Mischung aus 13-cis-Retinal und all-trans-Retinal verstanden werden. Das höherfrequente C=C-Signal wird dabei in der Regel der 13-cis-Konfiguration zugeordnet [292]. Ein H/D-Austausch führt in beiden Zuständen zu relevanten Änderungen des Spektrums. Besonders groß sind diese im C=N-Bereich, da der Austausch bei einer protonierten Schiff’schen Base zu einer isotopeninduzierten Verschiebung der C=N-Bande führt [288], [289]. In diesem Fall wird das Verschwinden der C=N(+)-H-Schwingungsbande bei 1652 cm-1 bzw. 1643 cm-1 und das Auftreten der C=N(+)-D-Bande bei 1624 cm-1 beobachtet. Dies deutet auf die Entkopplung der C=N-Koordinate von der N-D- (vorher N-H-) in-plane (ip) bending/Biegekoordinate hin. Eine weitere Folge des H/D-Austausches kann vor allem in dem Spektrum des P560-Zustandes festgestellt werden, in welchem eine Bande von 1243 cm-1 verschwindet und eine Bande bei 975 cm-1 entsteht. Hierbei könnte es sich um die N-H-in-plane (ip) rocking/Schaukelschwingung handeln, die durch den H/D-Austausch weit zu niedrigen Frequenzen verschoben wird [290], [299], [138], [287]. Allerdings weist die Schwingungsmode im Vergleich mit Daten aus der Literatur eine niedrige Frequenz auf (vide infra). Die beobachteten H/D-Effekte sind charakteristisch für Rhodopsine bzw. Absorptionszustände mit protonierter Schiff`scher Base [288].  Interessanterweise lässt sich in niedrigem pH/pD-Wert (Abb. 3.85 A) auch eine Auswirkung auf die C=C-Streckschwingungssignale nach Deuterierung der Schiff’schen Base feststellen. Das beinahe vollständige Verschwinden der Bande bei 1538 cm-1 ist von einem Intensitätszuwachs der benachbarten Bande bei 1551 cm-1 begleitet. Diese Bande zeigte sich in H2O als ausgeprägte Schulter. Sollte in H2O tatsächlich eine Isomerenmischung im stabilisierten D505-Zustand vorliegen, so wäre das Verhältnis in D2O zu dem Isomer verschoben, welches in der 1551 cm-1-Bande repräsentiert wird, demnach wahrscheinlich zum 13-cis-Isomer. Dafür spricht auch das H/D-induzierte Verschwinden der höherfrequenten isolierten C=C-Streckschwingungsbanden bei 1579 cm-1 und 1598 cm-1, welche in der Literatur äquivalent für das all-trans-Retinal in BR568 beschrieben worden sind [114]. Im P560-Zustand scheint der H/D-Austausch einen entgegengesetzten Effekt zu haben. Die höherfrequente Schulter bei 1551 cm-1 verliert an Intensität, was darauf hindeutet, dass eine H/D-abhängige Verschiebung des Isomerengleichgewichtes zur all-trans-Konfiguration stattfindet.   
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In der für die Retinalkonfiguration repräsentativen fingerprint-Region (zwischen 1100 cm-1 und 1400 cm-1) dominieren die klar erkennbaren C-C-Einzelstreckschwingungsbanden, die teilweise mit den weniger lokalisierten C-H-in-plane-Biegeschwingungen gekoppelt sind [114], [115], [181]. Aufgrund der getroffenen Zuordnungen der C-C-Banden für licht- und dunkeladaptiertes Bakteriorhodopsin kann man vergleichende Aussagen über 13-cis- und all-trans-Konfigurationen in Os-HKR treffen. Prominente Banden in diesem Bereich liegen für den P560-Zustand bei 1164 cm-1, 1182 cm-1 und 1197 cm-1. Zusätzlich ist je eine Schulter bei 1171 cm-1 und 1212 cm-1 zu erkennen. Weitere darunterliegende schwächere Signale lassen sich jedoch nicht ausschließen. In Analogie zu früheren Analysen in Bakteriorhodopsin (BR) und Sensory Rhodopsin I (SRI) [114], [115], [300] lassen sich die einzelnen Banden den C-C-Streck-schwingungen von all-trans-Retinal (C10-C11: 1171 cm-1, C14-C15: 1197 cm-1, C8-C9: 1212 cm-1) und 13-cis-Retinal (C14-C15: 1164 cm-1, C10-C11: 1182 cm-1, C8-C9: 1197 cm-1) zuordnen. Nach dem H/D-Austausch zeigt sich eine deutliche Abnahme der Bandenintensitäten im fingerprint-Bereich und hier besonders der 13-cis-assoziierten Banden. Die für die all-trans-Konfiguration charakteristischen C-C-Banden (1171 cm-1, 1197 cm-1 und 1212 cm-1) sowie Cyclohexen-Ring-Banden (1122 cm-1, 1136 cm1 und 1188 cm1) treten hingegen nach H/D-Austausch besonders hervor. Im Zusammenhang mit dem Verlust der C=C-Signalintensität bei 1551 cm-1 könnte dies auf eine Verminderung des 13-cis-Anteils und eine Zunahme des all-trans-Anteils in der Probe mit deuterierter Schiff’scher Base hindeuten. Die geringe Sensitivität der all-trans-spezifischen 
fingerprint-Banden für den H/D-Austausch spricht für das Vorliegen einer 13-trans-C15=N-anti-Konformation des Retinals. Zu der C15=N-Konformation des 13-cis-Anteils in H2O lässt sich durch das weitgehende Verschwinden der Banden in D2O keine Aussage treffen. In einer äquivalent zu anderen Retinalproteinen 13-cis-C15=N-syn-Konformation würde man große Änderungen im Bereich der fingerprint-Banden erwarten, wie die isotopenbasierte Verschiebung von > 40 cm-1 der C14-C15-Streckschwingung (1164 cm-1 bei Os-HKR) zu höheren Frequenzen [115]. Das kann hier aus den genannten Gründen nicht bestätigt werden.  Im Spektrum für D505 in niedrigem pH-Wert sind besonders deutlich die C-C-Signale bei 1164 cm-1, bei 1181 cm-1 und bei 1201 cm-1 zu erkennen. Diese lassen sich vorrangig den charakteristischen C-C-Streckschwingungs-Moden von 13-cis-Retinal (C14-C15: 1164 cm-1, C10-C11: 1181 cm-1, C8-C9: 1201 cm-1) zuordnen. Darunterliegende Banden, welche zu den all-trans-spezifischen C-C-Streckschwingungen gehören sind wahrscheinlich, lassen sich aber nicht eindeutig zuordnen. Die 13-cis-Konfiguration scheint bei niedrigen pH-Werten stärker vertreten zu sein als es in P560 unter neutralen pH-Wert-Bedingungen der Fall ist. Dies ist besonders an der hohen Intensität der vermutlichen C10-C11-Streckschwingung bei 1181 cm-1 zu erkennen. Eine Intensitätsabnahme im C-C-Bereich nach dem H/D-Austausch kann nicht festgestellt werden. Da allerdings die Qualität des D2O-Spektrums in pH/pD 4,25 sehr schlecht ist, sind Vergleiche bezüglich der H/D-Sensitivität in diesem Bereich des Spektrums schwierig.  Ein weiterer Unterschied zwischen P560 und D505 ist in der veränderten Lage der C-CH3-
rocking-Bande zu finden. Diese zeigt eine Abweichung von 4 cm-1 und liegt in P560 bei 1005 cm-1 und in D505 (pH 4,25) bei 1009 cm-1. Die deutlichere Ausprägung der Bande bei 956 cm-1 der HOOP-Region im P560-Spektrum, welche im Spektrum bei niedrigem pH nur sehr schwach vorhanden ist, könnte ebenfalls auf die schlechtere Datenqualität bei niedrigem pH-Wert zurückzuführen sein. Die moderate Intensität dieser Bande ist ein Zeichen dafür, dass die Polyenekette des Chromophors nicht stark verdreht ist [179].  Bei genauer Betrachtung der Spektren kann eine Abweichung der hauptsächlich gebundenen Retinalkonfiguration(en) zwischen den beiden Zuständen festgestellt werden. Die Tendenz zur Bildung einer zweiten Chromophor-Konfiguration tritt allerdings in beiden gemessenen Zuständen auf. In dem durch niedrigen pH-Wert stabilisierten Dunkelzustand (D505) scheint die 
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13-cis-Konfiguration die vorrangig vorhandene Spezies zu sein, die Charakteristika von gebundenem all-trans-Retinal treten weniger hervor. Im P560-Zustand (Abb. 3.85 B) können ebenfalls Hinweise auf das Vorliegen eines Isomerengemisches gefunden werden, welche jedoch weniger deutlich ausgeprägt sind. Hier scheint die all-trans-Konfiguration stärker vertreten zu sein. Üblicherweise handelt es sich bei solchen Isomerenmischungen in Retinalproteinen um verschiedene Anteile des Retinals in der all-trans-15-anti bzw. 13-cis-15-syn Konfiguration. Diese weisen in der räumlichen Geometrie große Ähnlichkeiten miteinander auf, so dass sie parallel existieren können, wie es auch in Cr-HKR1 nachgewiesen werden konnte [226], [287]. Um genauere Zuordnungen der einzelnen Banden vornehmen zu können, müssten verschiedene isotopenmarkierte Chromophore verwendet werden. Diesbezügliche Analysen für Os-HKR können nur durch Vergleiche mit bereits zugeordneten Banden in der Literatur getroffen werden [114], [115]. Durch die ungewöhnlichen H/D-Effekte bzw. die vermutliche H/D-induzierte Verschiebung der Anteile von 13-cis- und all-trans-Retinal in P560 kann über die spezifischen Isotopeneffekte auf beide Retinalkonfigurationen keine eindeutige Aussage getroffen werden. In pH/pD 4,25 weist besonders das D2O-Spektrum eine geringe Datenqualität auf durch die offenbar hohe Belastung der Proteinprobe in den gewählten Bedingungen, was ebenfalls eine Bandenzuordnung und Auswertung erschwert. Hinzu kommt, dass im niedrigen pH-Wert zwar die Anteile der anderen langlebigen Intermediate zusätzlich zum Dunkelzustand reduziert sind aber möglicherweise nicht vollständig vermieden werden können (vgl. auch Anhang Abb. 5.11). Änderungen der grundsätzlichen Eigenschaften des zu messenden Zustandes aufgrund der pH-Wert Änderungen können ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. Somit stellt die Absenkung des pH-Wertes keine optimale Methode zur Messung des Dunkelzustandes dar. Ein weiterer Ansatz zur Reduzierung photozyklischer Prozesse durch den Anregungslaser (514 nm) war die Untersuchung des Dunkelzustandes bei Flüssigstickstoff-Temperatur (80 K) [262], [287]. Es wurden sowohl der initiale Dunkelzustand (Os-HKR wurde während seiner gesamten Präparation nur schwachem Rotlicht ausgesetzt) als auch der wieder dunkeladaptierte Zustand nach Lichteinwirkung vermessen (Abb. 3.86).   
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 Abb. 3.86 Vergleich der Isomerenkonfiguration des initialen Dunkelzustandes und des dunkeladaptierten Zustandes in Os-HKR anhand von RR-Messungen bei Tieftemperaturen. RR-Spektren des initialen Dunkelzustandes (A) und des dunkeladaptierten Zustandes (B) mit einer Laseranregung von 514 nm (1 mW) und eine Temperatur von 80 K.   Im Vergleich zu den Raumtemperaturspektren lässt sich eine Frequenzverschiebung besonders der C=C- und der C=N-Streckschwingungsbanden um 10 Wellenzahlen zu höheren Frequenzen feststellen. Diese könnten mit den temperaturabhängigen Verschiebungen der Schwingungs-moden zusammenhängen, wobei die temperaturbedingte Differenz im Fall einer Temperaturabsenkung von 293 K auf 80 K typischerweise bei einer Zunahme von ca. 5 Wellenzahlen liegt und die hier beobachtete Abweichung demzufolge sehr hoch ausfällt. Im Tieftemperaturspektrum weist die Ethylen-Streckschwingungsbande eine Hauptbande (1548 cm-1) und eine höherfrequente Schulter bei 1557 cm-1 auf, welche äquivalent (um 10 cm-1 verschoben) in den vorigen Raumtemperatur-Messungen dem D505-Zustand zugeordnet wurden. Eine weitere Bande, welche der niederfrequenten Ethylen-Streckschwingung des P560-Zustandes entsprechen würde, kann nicht identifiziert werden (vgl. Abb. 3.84 und 3.85). Die vorhandenen Ähnlichkeiten zu dem Bandenmuster, welches bei niedrigem pH-Wert akkumuliert werden konnte und aufgrund der Abwesenheit der Bandenmuster zusätzlicher Intermediate, weisen darauf hin, dass sich der Dunkelzustand (D505) unter Kryo-Bedingungen erfolgreich stabilisieren und charakterisieren lässt. Es existiert eine deutliche C=N-Streckschwingungsmode bei 1658 cm-1 und ein zweites schwächeres niederfrequentes C=N-Signal bei 1627 cm-1. Im Gegensatz zum Cr-HKR1 (vgl. Abschnitt 3.4.5) wird kein Unterschied zwischen dem absoluten und dem nach dem Photozyklus adaptierten Dunkelzustand ersichtlich (Abb. 3.86 A und B). Falls (langwierige) Dunkeladaptationsmechanismen in Os-HKR existieren, scheinen diese mit der thermischen Regeneration des D505-Zustandes weitgehend abgeschlossen zu sein. Irreversible lichtabhängige Prozesse wie in Cr-HKR1, welche die Chromophorkonfiguration beeinflussen, werden nicht beobachtet.  
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Des Weiteren wurde getestet, inwieweit sich eine kurzzeitige Erhöhung der Probentemperatur von 80 K auf 233 K während der Messung auf die Chromophorstruktur auswirkt (siehe Anhang Abb. 5.12). Dies wurde sowohl ohne als auch mit Belichtung durch den 514 nm Laser durchgeführt. Unter beiden Bedingungen konnte keine thermische bzw. lichtinduzierte Veränderung des Bandenmusters identifiziert werden. Somit wurde die Bildung von (photoinduzierten) Intermediaten bei 233 K in diesem zeitlichen Rahmen ausgeschlossen. Dagegen zieht eine kurzwellige Vorbelichtung der Probe vor dem Abkühlen eine Veränderung des RR-Spektrums nach sich (siehe Anhang Abb. 5.12 E). Hierbei handelt es sich um Anteile des P560-Zustandes. Zu beobachten ist die charakteristische Verschiebung der C=C-Streckschwingungsbande zu geringeren Wellenzahlen (-10 cm-1) im Vergleich zum D505-Zustand. Weiterhin werden eine prägnante C=N-Bande und leichte Änderungen in der 
fingerprint-Region beobachtet. Dies könnte auf eine Änderung des Verhältnisses zwischen all-
trans und 13-cis-Retinal in der Probe hindeuten. Erschwerend für einen Vergleich der beiden Spezies ist die Tatsache, dass trotz der Vorbelichtung Os-HKR zu einem großen Teil im Dunkelzustand vorzuliegen scheint (D505, C=C-Banden bei 1548 cm-1 und 1557 cm-1). Diese Beobachtung könnte allerdings mit der im Vergleich zum D505-Zustand reduzierten Resonanz-Verstärkung des P560-Zustandes zusammenhängen. Durch die parallele Anwesenheit der verschiedenen Zustände ist eine Zuordnung bestimmter Banden zur jeweiligen Spezies schwierig.  Um eine eindeutige Trennung der Zustände D505 und P/D560 zu ermöglichen, wurde die Salzabhängigkeit von Os-HKR ausgenutzt (siehe Abschnitt 3.5.4.2). Da eine Isolierung des P560-Zustandes durch das Entfernen von monovalenten Anionen aus der Proteinlösung vermutet wird, sollte die salzfreie Probe im Dunkelzustand (D560) vermessen werden. Ein weiterer Vorteil dieses Ansatzes ist die Charakterisierung der salzabhängigen Unterschiede in den verschiedenen Zuständen durch Tieftemperaturmessungen (80 K). Um einen Einfluss des P560-Zustandes auf das Spektrum des salzhaltigen D505-Dunkelzustand gering zu halten, wurde eine Probe mit hoher Salzkonzentration (1 M NaCl) vermessen, da die hohe Salzkonzentration den Zerfall von P560 beschleunigt (siehe Abschnitt 3.5.4.2) und somit die Ausbildung einer Mischsituation aus den beiden Zuständen weitgehend verhindert werden sollte. Im Vergleich zum D505- (1 M NaCl) und D560-Spektrum (0 M NaCl) ist die Tieftemperatur-Messung des D505-Zustandes unter moderaten Salzbedingungen (0,1 M NaCl) aufgetragen jeweils in H2O und D2O (Abb. 3.87). In Folge dessen sollte auch geklärt werden, ob die große Absorptions-verschiebung zwischen den Zuständen hauptsächlich auf der zusätzlichen negativen Ladung des Anions beruht oder ob Chlorid-bedingte Änderungen der Chromophorstruktur ebenfalls eine Rolle spielen.  
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 Abb. 3.87 RR-Messungen an Os-HKR bei Tieftemperaturen in unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen. Resonanz-Raman-Spektren der salzabhängigen Dunkelzustände von Os-HKR (bei 80 K und 514 nm, 1 mW) D505 in 0,1 M NaCl (A), D505 in 1 M NaCl (B) und D560 in 0 M NaCl (C) in H2O (schwarze Linie) und D2O (rote Linie). Die grünen Markierungen bezeichnen die veränderten Signalfrequenzen in 0 M NaCl. Die Umrahmungen markieren die vergrößerten Abbildungsausschnitte in Abb. 3.88 (II und III) bzw. Abb. 3.89 (I).  Durch den Vergleich der D505-Spektren wird deutlich, dass bei Änderung der Salzkonzentration zwischen 0,1 M NaCl und 1 M NaCl das Bandenmuster des Dunkelzustandes unbeeinflusst bleibt. Somit werden im Folgenden der Einfachheit halber die Spektren des salzhaltigen Dunkelzustandes D505 im Allgemeinen (Spektrum in 1 M NaCl) und des salzfreien Dunkelzustandes D560 verglichen. Das Bandenmuster des D560-Zustandes besitzt große Übereinstimmungen mit dem bei Raumtemperatur gemessenen Spektrum des P560-Intermediates (siehe Abb. 3.85 B).  
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Weiterhin zeigt das Spektrum des D560 (80 K) im Vergleich zum P560 (RT) die erwartete temperaturbedingte geringe Verschiebung der C=C-Bande(n) und der C=N-Bande(n) zu höheren Wellenzahlen (vgl. Erklärung zu Abb. 3.86). Das ist ein weiteres Argument dafür, dass es sich bei dem Photoprodukt P560 und dem salzfreien D560 um den gleichen Zustand handelt. Die C=C-Streckschwingungsbande des D560 ist im Vergleich zu der des D505 zu niedrigen Frequenzen verschoben (-12 cm-1). Dies konnte bereits in den Raumtemperatur-Spektren beobachtet werden (vide supra) und wird auf die Abnahme der π-Elektronendichte in den Ethylen-Doppelbindungen zurückgeführt [288], [292], [299]. Die Lage dieser Bande korreliert mit dem Absorptionsmaximum des jeweiligen Zustandes (siehe auch Raumtemperaturmessungen Abb. 3.85). Demnach korreliert die Blauverschiebung von D560 nach D505 (hypsochrome Absorptionsverschiebung) mit einer Verschiebung der C=C-Bande zu höheren Wellenzahlen [180].  In Übereinstimmung mit den Raumtemperatur-Spektren induziert der H/D-Austausch in D505 und in D560 besonders eine Verschiebung der C=N-Streckschwingungsbande von 1658 cm-1 zu ca. 1628 cm-1. Die hohe Frequenz der C=N-Streckschwingungsmode sowie die starke Verschiebung in D2O (-30 cm-1) weisen auf eine starke Kopplung zwischen der C=N-Streck-schwingung und der N-H-ip-Biegeschwingung hin. Diese kann durch die Präsenz starker Wasserstoffbrückenbindungen zwischen der protonierten Schiff’schen Base und dem negativ geladenen Gegenion begünstigt werden [181]. Der Kopplungseffekt wird nach Deuterierung der Schiff’schen Base aufgelöst und sorgt zusammen mit dem konstanten Masseneffekt durch den H/D-Austausch für die Verschiebung. Je größer demnach der beobachtete Isotopeneffekt auf die C=N-Bande ist, desto größer ist die Kopplung zwischen den N-H- und den C=N-Koordinaten. Analog dazu ist das H/D-induzierte Verschwinden der Bande(n) bei 1242 cm-1 (D505, Abb. 3.85 A und B) bzw. 1242/1247 cm-1 (D560, Abb. 3.85 C) und die Entstehung einer Bande bei 978 cm-1 zu erkennen. Hierbei könnte es sich jeweils um die N-H-ip 
rocking/Schaukelschwingung(en) handeln, welche nach dem H/D-Austausch zu 978 cm-1 verschieben. Die ungewöhnlich niedrige Frequenz dieser Bande kann durch die schon erwähnten starken Wasserstoffbrückenbindungen der Schiff’schen Base verursacht sein und damit die starke C=N und N-H-ip Kopplung bestätigen [138]. Diese H/D-Effekte sind, wie schon beschrieben, charakteristisch für Intermediate/Zustände in Rhodopsinen bei denen die Schiff`sche Base protoniert ist [288]. Die Ursache für die schwache Intensität der N-D-ip-assoziierten Bande im salzhaltigen D505-Zustand ist unklar. Auffällig ist die sehr hohe relative Intensität der C-CH3-Schaukelschwingung bei 1011 cm-1 im D505-Zustand. Die Deuterierung der Schiff’schen Base ist mit einer starken Intensitätsabnahme (auf ca. 50 %) der Bande bei 1011 cm-1 verbunden. Das könnte ein Hinweis darauf sein, dass es sich um eine H/D-sensitive Überlagerung verschiedener Schwingungen handelt, welche für die hohe Intensität bei 1011 cm-1 verantwortlich ist. In den Raumtemperaturspektren von D505 bei niedrigem pH-Wert und von lichtstabilisiertem P560 (Abb. 3.85) wird ein solcher Effekt auf die C-CH3-Schaukelschwingung (1009 cm-1) nicht beobachtet. Auch das D560-Spektrum zeigt keinen H/D-abhängigen Intensitätsverlust der C-CH3-Mode bei 1006 cm-1. Es existiert allerdings eine sehr deutliche Schulter bei 994 cm-1, welche aus einer Mode der C15H-Hydrogen-out-of-plane 
(HOOP) und der N-H-HOOP Koordinate resultieren könnte, da sie nach H/D Austausch deutlich zu niedrigeren Wellenzahlen (978 cm-1) verschiebt.    
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Durch weiterführende Auswertungen der charakteristischen Spektralbereiche sollte Aufschluss über mögliche, den Chromophor betreffende Unterschiede zwischen den beiden Zuständen D505 und D560 gewonnen werden. Zunächst werden der C=C-Streckschwingungs- (Abb. 3.87 Ausschnitt II) sowie der C=N-Streckschwingungsbereich (Abb. 3.87 Ausschnitt III) mit Hilfe einer Bandenanpassung analysiert. Eine detaillierte Auswertung ermöglicht die Signal-zuordnung aus Isomeren-Gemischen zu einzelnen Konfigurationen. Die Betrachtung des H/D-Effektes im C=N-Bereich des Spektrums erlaubt einen Einblick in strukturelle Eigenschaften der protonierten Schiff’schen Base. Wie bereits bei der Analyse der RR-Spektren von Cr-HKR1 erwähnt, dienen die Bandenanpassungen der Modellierung, um eine anschauliche Vorstellung über die enthaltenen Komponenten zu erhalten. Es muss aber darauf hingewiesen werden, dass die ermittelten Banden nicht zwangsläufig den Positionen der Schwingungsmoden entsprechen. Besonders die Identifizierung kleiner Signale kann auf Anpassungsartefakten beruhen.  
 Abb. 3.88 Auswertung der RR-Messungen an Os-HKR bei Tieftemperaturen in unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen (C=C- und der C=N-Streckschwingungsregion) Vergrößerte Darstellung und Banden-Analyse (Gesamt-Fit und einzelne Lorentz-Banden) des Polyen-Streckschwingungsbereiches (A-F) und der C=N-Streckschwingungsregion (G-L) der Resonanz-Raman-Spektren von Os-HKR für D505 in 1 M NaCl (A-C und G-I) sowie für D560 in 0 M NaCl (D-F und J-L) jeweils in H2O (schwarze Linie) und in D2O (rote Linie).  Während in D505 (1 M NaCl) die Anwesenheit von zwei Isomeren durch die im C=C-Streckschwingungsbereich auffallende hochfrequente Schulter bei 1557 cm-1 angedeutet wird, ist dies im D560-Zustand (0 M NaCl) nicht eindeutig ersichtlich. Nur mit Hilfe der Bandenanpassungsmethoden kann das Isomerengemisch im P560-Zustand identifiziert werden (Abb. 3.88 E und F; Tabelle 3.7). Beide C=C-Bereiche (D505 und D560) lassen sich mit Hilfe von 3 - 4 C=C-Signalen wiedergeben. Daher muss in beiden Dunkelzuständen mehr als eine Retinalkonfiguration vorhanden sein.  
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Im D505-Spektrum existieren in H2O durch eine Überlappung von zwei Banden im Bereich von 1550 cm-1 nur drei isolierte Banden. Diese Überlagerung löst sich nach Deuterierung auf. Im Gegensatz dazu kann im D560-Spektrum eine vermutete niedrigfrequente Bande (ca. 1521 cm-1) in D2O nicht separat aufgezeigt werden, wahrscheinlich begründet durch die geringe Intensität dieser Einzelbande.  Tabelle 3.7: Frequenzen und Halbwertsbreiten (FWHM, Full Width at Half Maximum) der C=C-Banden in H2O und D2O, in rot sind die vermuteten überlagerten Banden aufgelistet C=C-Region von Os-HKR in Frequenz → Art der Mode FWHM 1 M NaCl in H2O (D505)     1548 cm-1    → all-trans (in-phase) 10,7 cm-1     1550 cm-1 ? → all-trans (out-of-phase) ?     1557 cm-1    → 13-cis (in-phase) 7,2 cm-1     1542 cm-1    → 13-cis (out-of-phase) 11,0 cm-1 1 M NaCl in D2O (D505)     1545 cm-1    → all-trans (in-phase) 11,1 cm-1     1551 cm-1    → all-trans (out-of-phase) 8,6 cm-1     1556 cm-1    → 13-cis (in-phase) 7,0 cm-1     1536 cm-1    → 13-cis (out-of-phase) 7,3 cm-1 0 M NaCl in H2O (D560)     1532 cm-1    → all-trans (in-phase) 12,1 cm-1     1553 cm-1    → all-trans (out-of-phase) 19,2 cm-1     1539 cm-1    → 13-cis (in-phase) 14,5 cm-1     1525 cm-1    → 13-cis (out-of-phase) 10,6 cm-1 0 M NaCl in D2O (D560)     1530 cm-1    → all-trans (in-phase) 15,3 cm-1     1549 cm-1    → all-trans (out-of-phase) 22,7 cm-1     1538 cm-1    → 13-cis (in-phase) 15,4 cm-1     1524 cm-1 ? → 13-cis (out-of-phase) ?  Das Bandenmuster der strukturell verschiedenen Retinalisomere lässt sich anhand theoretischer Berechnungen gezielt aufteilen. Typischerweise liegen für jedes enthaltene Isomer zwei C=C-Schwingungsmoden vor, welche auf die in-phase sowie die out-of-phase Polyen-Streckschwingungsmoden des Retinals zurückzuführen sind. Beide Moden zeigen eine unterschiedliche Frequenz sowie eine abweichende Ramanaktivität [114], [115], [287]. Dementsprechend werden in D560 bei 0 M NaCl und H2O (Abb. 3.88 D, E) die Banden bei 1532 cm-1 (in-phase) und bei 1553 cm-1 (out-of-phase) dem all-trans-Anteil zugeordnet, wobei die höherfrequente der beiden Banden die schwach ramanaktive out-of-phase Streckschwingung darstellt. Die Schwingungsmoden bei 1539 cm-1 (in-phase) und bei 1525 cm-1 (out-of-phase) können der 13-cis-Konfiguration zugeordnet werden, wobei hier die niederfrequente Bande die 
out-of-phase Schwingung ist, da in 13-cis-Retinal das Intensitätsverhältnis der Signale zueinander umgekehrt ist. Vergleicht man die Intensitäten der beiden in-phase Schwingungen miteinander, so ergibt sich ein Verhältnis von ungefähr 55 % all-trans- zu 45 % 13-cis-Retinal. 
Die Verkürzung des konjugierten π-Elektronensystems in 13-cis- im Vergleich zu all-trans-Retinal ist auch im protonierten Zustand mit einer Blauverschiebung des Absorptionsmaximums verbunden. Dies korreliert mit der etwas höheren Frequenz der 13-cis-in-phase-Komponente [115].  In D505 (1 M NaCl; Abb. 3.88 A, B) lässt sich in H2O für die all-trans-Komponente nur eine Bande, wahrscheinlich hauptsächlich die in-phase-Mode, identifizieren. Vermutlich kann die out-
of-phase-Komponente aufgrund der Überlagerung mit der in-phase-Komponente nicht isoliert 
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zugeordnet werden. Sehr deutlich sind hingegen die beiden 13-cis-Moden ausgeprägt, nämlich die in-phase- (1557 cm-1) sowie die out-of-phase-Komponente (1542 cm-1). Beim Vergleich der all-trans- mit der 13-cis-in-phase-Bande ergibt sich ein Verhältnis von ungefähr 60 % all-trans zu 40 % 13-cis, wobei dieses Verhältnis durchaus beeinträchtigt sein könnte durch die mögliche Überlagerung der out-of-phase-Komponente des all-trans-Isomers.  Nach dem H/D-Austausch wird eine Abnahme der jeweiligen 13-cis-spezifischen Signale beobachtet. Korrelliert man diese Abweichung mit einem verringerten 13-cis-Anteil, so sinkt dieser angesichts des Vergleichs der Intensitäten der in-phase-Funktionen im D560-Zustand (0 M NaCl; Abb. 3.88 F) auf einen Anteil von ca. 26 %. Die schwächere 13-cis-out-of-phase-Mode lässt sich, wahrscheinlich durch den gesunkenen 13-cis-Anteil, nicht eindeutig identifizieren. Im D505-Zustand (1 M NaCl; Abb. 3.88 C) lassen sich in D2O vier Komponenten bestimmen. Die Banden bei 1546 cm-1 und bei 1550 cm-1 können den all-trans in-phase und respektive out-of-
phase Moden zugeordnet werden. Die Banden bei 1555 cm-1 und 1540 cm-1 müssten demnach der in-phase- und out-of-phase-Mode der 13-cis-Konfiguration entsprechen. Die Intensitätsabnahme der 13-cis-spezifischen Signale signalisert ebenfalls eine Verringerung des 13-cis-Anteils auf ca. 26 %.  Die beiden zu den einzelnen Isomeren gehörenden C=N-Streckschwingungsbanden des D505-Zustandes (Abb. 3.88 G, H) liegen um ca. 15 cm-1 voneinander verschoben vor. Die hochfrequente C=N-Schwingung (vermutlich all-trans-Retinal) ist bei ca. 1658 cm-1 zu finden. Die Frequenz stimmt mit der C=N-Mode im D560-Zustand überein. Auf die hohe Frequenz und die damit assoziierte starke Kopplung der all-trans-assoziierten C=N-Schwingung mit der N-H-
ip-Biegeschwingung scheint die negative Ladung des Chlorid-Ions nur geringen Einfluss zu haben, da diese durch die Variation der Chlorid-Konzentration unverändert bleibt. Dies konnte ebenso in Halorhodopsin aus N. pharaonis gezeigt werden, in welchem die C=N-Schwingung einer Anion-freien Probe an annähernd der gleichen Position auftritt wie im Spektrum eines Chlorid-haltigen Zustandes [301]. Die zweite C=N-Bande (vermutlich 13-cis-Retinal) liegt hingegen um 15 cm-1 in den niederfrequenten Bereich verschoben bei ca. 1633 cm-1. Ob im Zusammenhang mit den beiden enthaltenen Retinalkonfigurationen ein zweites Signal für eine NH-ip-Schaukelschwingung im Wellenzahlbereich von 1242 cm-1 von den umliegenden Banden überlagert wird, ist unklar. Alternativ könnte eine schwächere N-H-ip Bande bei ca. 1329 cm-1 liegen, welche nach H/D-Austausch an Intensität verliert und zu der 13-cis-Komponente gehören könnte. Dies spräche für einen erheblichen Einfluss durch die Anwesenheit des Chlorids auf die Kopplungseigenschaften und das Wasserstoff-brückennetzwerk in der unmittelbaren Umgebung der Schiff’schen Base im Os-HKR besonders in der 13-cis-Konfiguration. Das könnte sich in der Frequenz der 13-cis-assoziierten C=N-Streckschwingung und N-H-ip-Biegeschwingung niederschlagen.  Im D560-Spektrum kann man ebenfalls zwei den Retinalisomeren entsprechende C=N-Banden erkennen (Abb. 3.88 J, K). Diese liegen bei ca. 1659 cm-1 (all-trans) bzw. 1653 cm-1 (13-cis). Im Gegensatz zum Chlorid-haltigen D505-Zustand zeigen beide C=N-Banden eine sehr ähnliche Schwingungsfrequenz und damit eine starke Überschneidung der jeweiligen Signale, die erst durch die Banden-Analyse aufgelöst werden kann. Die Verschiebung von ca. 6 cm-1 stimmt mit der Differenz der C=N-Streckschwingungsmoden in den beiden Dunkelzustands-Kon-figurationen von Bakteriorhodopsin BR568 (all-trans) und BR548 (13-cis) überein [114], [115].  Nach dem H/D-Austausch wird im D560-Zustand von Os-HKR in 0 M NaCl (Abb. 3.88 J, L) eine Verschiebung der C=N-Streckschwingungssignale um ca. -30 cm-1 beobachtet. Die Halbwertsbreiten der Banden nehmen ab und die Intensität der kleineren Komponente (wahrscheinlich 13-cis) sinkt deutlich. Das resultiert in der Summe in einer Intensitätszunahme der Bande nach H/D-Austausch.  
Spektroskopische Analysen der Rhodopsin-Domäne von Ostreococcus tauri Histidinkinase-Rhodopsin (Os-HKR) 
216  
Die entsprechende H/D-Auswertung der C=N-Streckschwingungssignale im D505-Zustand (Abb. 3.88 G, I) erweist sich durch die geringe Intensität dieser Banden als schwierig. Der größte Teil des all-trans-C=N-Signals bei 1658 cm-1 zeigt die äquivalente H/D-Verschiebung (ebenfalls ca. -30 cm-1) wie in D560. Im Gegensatz dazu ist die zweite C=N-Bande nur um ca. -10 cm-1 nach 1622 cm-1 verschoben. Das würde die geringere Kopplung der 13-cis-Spezies mit der N-H-ip-Mode bestätigen, da die Differenz dem reinen isotopenbasierten Masseneffekt entspricht [290], [289]. Die zusätzlich identifizierten hochfrequenten Banden bei 1652 cm-1 (D505) und 1655 cm-1 (D560) könnten auf nicht deuterierten Retinal-Anteil hindeuten, möglicherweise in D505 durch die hohe Salzkonzentration im Proteinpuffer. Die Intensitätsabnahme im D505-Spektrum (1 M NaCl) nach dem H/D-Austausch betrifft sowohl die C=N- als auch die N-D-ip-Schwingung(en). In der Messung des salzhaltigen Dunkelzustandes unter moderaten Salzbedingungen (0,1 M NaCl, Abb. 3.87 A) kann eine Abnahme der Signalintensität in dieser ausgeprägten Form nicht beobachtet werden.  Analog zu anderen mikrobiellen Retinalproteinen ist aufgrund der getroffenen Beobachtungen in beiden untersuchten Os-HKR-Zuständen eine Mischung aus Retinal in all-trans-15-anti- und 13-cis-15 syn-Konfiguration anzunehmen [114], [115], [287]. Da diese beiden Konfigurationen eine ähnliche Geometrie und Orientierung der Schiff’schen Base bezüglich der Gegenionen einnehmen können, ist eine Koexistenz beider Spezies möglich. Eine solche Situation wurde beispielsweise in dunkeladaptiertem Bakteriorhodopsin und in dem Blauzustand von Cr-HKR1 nachgewiesen (siehe Abschnitt 3.4.5).  Die nachfolgende genauere Analyse der fingerprint-Region der Spektren sollte diese Beobachtungen weiterführend bestätigen. Allgemein hat in Os-HKR die An- bzw. Abwesenheit von Chlorid besonders auf die Lage der Banden in der für die Retinalkonfiguration charakteristischen fingerprint-Region zwischen 1100 cm-1 und 1400 cm-1 nur wenig Einfluss.   
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 Abb. 3.89 Auswertung der RR-Messungen an Os-HKR bei Tieftemperaturen in unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen (C-C-Streckschwingungsregion). Vergrößerte Ausschnitte der RR-Spektren von Os-HKR D505 in 1 M NaCl (A-C) und Os-HKR D560 in 0 M NaCl (D-F) zwischen 1150 und 1290 cm-1 in H2O (schwarze Linie) und D2O (rote Linie). Weitere Details bezüglich der Bandenanpassung (B, C und E, F) werden in Abb. 3.88 beschrieben. Das Inset zeigt einen Teil der fingerprint-Region des Resonanz-Raman-Spektrums von Halorhodopsin im Dunkelzustand HR578 (mit Erlaubnis von [302]).   Im fingerprint-Bereich beider Zustände D560 und D505 (Abb. 3.89) sind Schwingungsmoden analog zu den in Bakteriorhodopsin und Sensory Rhodopsin I definierten „Marker-Banden“ [114], [115], [300] zu finden, die besonders den Einzelbindungsstreckschwingungen (C-C) des Retinals zugeordnet werden können. Die hier getroffene Zuordnung stellt ein mögliches Modell zur Analyse der enthaltenen Isomere dar und wurde auf Basis der in Bakteriorhodopsin identifizierten C-C-Moden erstellt. Die Existenz von jeweils mindestens 5 gut aufgelösten einzelnen Banden im C-C-Streckschwingungsbereich zwischen 1150 cm-1 und 1220 cm-1 verweist auf die bereits diskutierte Isomerenmischung in beiden Zuständen.  In den Spektren des salzhaltigen D505 (Abb. 3.89 A und B) werden charakteristische C-C-Banden sowohl für eine 13-cis-Konfiguration des Retinals (1166 cm-1, 1183 cm-1, 1202‘ cm-1 und 1227 cm-1) als auch für eine all-trans-Konfiguration (1166 cm-1, 1176 cm-1, 1202 cm-1 und 1208 cm-1) identifiziert. Hierbei überlagern sich die beiden mutmaßlichen Moden der C8-C9-Koordinaten des 13-cis- und der C14-C15-Koordinaten des all-trans-Retinals so stark, dass diese experimentell in derselben RR-Bande zusammenfallen. Aus diesem Grund werden die 
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Bezeichnungen 1202 cm-1 (für C14-C15 im all-trans-Anteil) und 1202‘ cm-1 (für C8-C9 im 13-cis-Anteil) verwendet. Im D560-Zustand (Abb. 3.89 D und E) kann man eine äquivalente Zuordnung treffen wie im D505-Zustand. So können entsprechende Banden für das 13-cis-Retinal (1167 cm-1, 1183 cm-1, 1196 cm-1 und 1227 cm-1) und für das all-trans-Retinal (1167 cm-1, 1176 cm-1, 1198 cm-1 und 1214 cm-1) identifiziert werden. Die Zuordnung der 1166 cm-1- bzw. 1167 cm-1-Bande ist nicht ganz einfach. Beide Retinalkonfigurationen könnten zur Entstehung dieser Bande beitragen (vide 
infra). In beiden Zuständen (D560 und D505) ist eine schwache Bande bei ca. 1188/1189 cm-1 zu finden, welche einer Cyclohexen-Schwingung in all-trans-Retinal zugeordnet werden kann. Diese ist im D505 als deutliche Schulter zu erkennen, während sie im D560 wahrscheinlich durch andere Banden überlagert wird. Nach H/D-Austausch bleibt die 1188/1189 cm-1-Bande unverändert und ihr Beitrag wird durch Modifikationen von H/D-sensitiven Banden ersichtlich (Abb. 3.89 C und F). Aufgrund der Anionen-Abhängigkeit des D505-Zustandes ist ein Vergleich mit dem Halo-rhodopsin im Dunkelzustand sinnvoll. Das Resonanz-Raman-Spektrum des Dunkelzustandes des Halorhodopsin HR578 weist eine dominierende all-trans-15-anti-Konfiguration auf [302]. Die Lage der entsprechenden C-C-Streckschwingungsbanden sowie der Cyclohexen-Ring-Vibra-tionen zeigen eine sehr große Übereinstimmung mit den all-trans-assoziierten Banden des D505-Zustandes (1 M NaCl) aus Os-HKR (siehe Inset Abb. 3.89).   Tabelle 3.8: Frequenz der einzelnen C-C-Streckschwingungsmoden des kovalent gebundenen Chromophors in Os-HKR in H2O Absorptionszustand + Isomer  Frequenz Zuordnung zur C-C-Mode  D560 in 0 M NaCl/13-cis 1167 cm-1 ? C14-C15 ? 1183 cm-1 C10-C11 1196 cm-1 C8-C9 1227 cm-1 C12-C13 1167 cm-1 C10-C11  D560 in 0 M NaCl/all-trans 1176 cm-1 Cyclohexen-Ring  1188 cm-1 Cyclohexen-Ring 1198 cm-1 C14-C15 1214 cm-1 C8-C9  D505 in 1 M NaCl/13-cis 1166 cm-1 ? C14-C15 ? 1183 cm-1 C10-C11 1202‘ cm-1 C8-C9 1227 cm-1 C12-C13  D505 in 1 M NaCl/all-trans 1166 cm-1 C10-C11 1175 cm-1 Cyclohexen-Ring 1189 cm-1 Cyclohexen-Ring 1202 cm-1 C14-C15 1214 cm-1 C8-C9   Durch die isotopeninduzierten Effekte infolge des H/D-Austausches können weitere wichtige Informationen über die C=N-Konfiguration der Retinal-Schiffbase ermittelt werden. Besonders relevant ist das für die Analyse von protonierten Retinalspezies mit einer C15=N-syn-Konfiguration, da hier eindeutige Veränderungen in der Lage der C-C-Streckschwingungsbanden 
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infolge der Deuterierung der Schiff’schen Base beobachtet werden, während diese Region in den Spektren einer 15-anti-Konfiguration wenig durch einen H/D-Austausch beeinflusst wird [285]. Denn in der C=N-syn-Konfiguration ist eine starke Kopplung zwischen der C14-C15-Streckschwingung mit der C=N-H rocking/Schaukelschwingung gegeben, was bei Deuterierung der RSB in einer 40-60 cm-1 starken Verschiebung der Signale resultiert. Dagegen ist in der anti-Konfiguration nur eine sehr schwache Kopplung gegeben und dadurch wird nur ein geringer H/D-Effekt erwartet.  Infolge des H/D-Austausches wird eine Abnahme der Gesamtintensität im fingerprint-Bereich der Spektren beobachtet. Dabei fällt besonders das weitgehende Verschwinden der Bande bei 1183 cm-1 auf, welche in beiden Zuständen (D505 und D560) beobachtet wird. Angesichts der Zuordnung dieser Bande zur C10-C11-Streckschwingung des 13-cis-Retinals und im Zusammenhang mit der Intensitätsabnahme der Banden bei 1202‘ cm-1 (D505) und 1196 cm-1 (D560) weisen diese Beobachtungen auf eine deutliche Abnahme der 13-cis-spezifischen C10-C11-Bande und C8-C9-Bande hin. Dies könnte auf eine D2O-induzierte Verringerung des 13-cis-Anteils zurückzuführen sein. Die Tatsache, dass die Banden bei 1167 cm-1 (D560) bzw. 1166 cm-1 (D505) nach H/D-Austausch nur wenig beeinflusst werden, zeigt, dass diese hauptsächlich zur all-trans-Konfiguration gehören müssen (C10-C11). Sie könnten in den H2O-Spektren mit den (weniger intensiven) C14-C15-Banden des 13-cis-Anteils überlagert sein, was den geringen Intensitätsverlust nach H/D-Austausch durch Reduzierung des 13-cis-Anteils erklären würde. Gleichzeitig mit der Abnahme der 13-cis-spezifischen Signale, treten die all-trans-spezifischen Banden deutlicher hervor. Damit im Zusammenhang könnte auch die nach dem H/D-Austausch beobachtete Zunahme bei 1139 cm-1 stehen (Abb. 3.85), welche ebenfalls in der all-trans-Konfiguration des BR568 als Cyclohexen-Ring-Vibration beobachtet wird [114]. In Korrelation mit den Änderungen der einzelnen C=C-Moden nach H/D-Austausch, kann von einer Verschiebung des Chromophorgleichgewichts zu all-trans-Retinal in D2O ausgegangen werden, was auch schon für den photochemisch erzeugten P560-Zustand vermutet wurde. Die der all-trans-Konformation zugeordneten Banden bei 1167 cm-1, 1176 cm-1, 1198 cm-1, 1214 cm-1 (D560) bzw. 1166 cm-1, 1175 cm-1, 1202 cm-1, 1208 cm-1 (D505) zeigen sich nur geringfügig H/D-sensitiv. Das deutet auf eine C15=N-anti-Konformation im all-trans-Anteil hin. Durch das weitgehende Verschwinden der 13-cis-Banden nach H/D-Austausch, kann über die möglichen isotopeninduzierten Änderungen und somit auch über die C15=N-Geometrie keine Aussage getroffen werden. Die charakteristische Mischung aus all-trans-15-anti und 13-cis-15-
syn-Retinal, welche in vielen mikrobiellen Rhodopsinen zu finden ist, ist auch in diesem Fall konsistent mit den Spektren, lässt sich bezüglich der C=N Geometrie der 13-cis Komponente jedoch nicht eindeutig beweisen. Es soll auch darauf hingewiesen werden, dass die getroffenen Bandenzuordnungen ausschließlich aufgrund von Ähnlichkeiten mit der Zuordnung in der Literatur vorgenommen wurden. Eindeutige Modenzuordnungen wären nur über den Einbau gezielt isotopenmarkierter Retinalchromophore (13-C-oder D-Isotopenmarkierung der Polyenkette) in das Protein und den damit verbundenen Bandenverschiebungen erzielbar. So ist z.B. die Zuordnung der Bande bei 1167 cm-1 (D560) bzw. 1166 cm-1 (D505) als 13-cis C14-C15-Streckschwingung und/oder als all-
trans C10-C11-Streckschwingung (besonders durch die fehlenden bzw. ungewöhnlichen H/D-Effekte der C=N-syn-Moden) als unsicher zu betrachten. Durch den Ausschluss bzw. die Erhöhung der Salzkonzentration in Kombination mit der Messung bei tiefen Temperaturen scheint die erforderliche Trennung zwischen den Intermediaten P/D560 und D505 weitestgehend erreicht zu sein, da besonders in der C=C-Region keine Anzeichen auf Anteile des jeweils anderen Zustandes am Spektrum gefunden 
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werden können. Dies ist natürlich nur unter Annahme gegeben, dass es sich bei dem lichtinduzierten P560 und dem salzfreien D560 um den gleichen Zustand handelt (siehe Abschnitt 3.5.6). Es sind aus den Ergebnissen der Resonanz-Raman-Messungen keine offensichtlichen Unterschiede zwischen der Retinal-Struktur im salzfreien D560 und dem lichtinduziert gebildeten P560 abzuleiten.  
3.5.5.2 Resonanz-Raman-Messungen an P400  Für die RR-Messung des P400-Intermediates von Os-HKR musste dieser Zustand durch Belichtung der Probe mit langwelligem Grünlicht (LED 530 nm) erzeugt werden (siehe Abb. 3.51). Um zu gewährleisten, dass der Zustand bei den Messungen bei Raumtemperatur nicht unmittelbar durch die Laseranregung wieder ausgeblichen wird (siehe Abb. 3.56), wurde die 530 nm-LED während der Messung als Hintergrundbelichtung verwendet. Aufgrund des kurzwelligen Absorptionsmaximums des P400-Zustandes in Os-HKR wird ein Vergleich des RR-Spektrums mit den Spektren der ebenfalls stark blauverschobenen, deprotonierten Zustände in Cr-HKR1 (Rh-UV1 RT-Messung) und BR (M-Zustand) vorgenommen. Vergleicht man das Os-HKR-RR-Spektrum des blauverschobenen Intermediates P400 (Abb. 3.90 A) mit den Spektren des mit Blaulicht akkumulierten Rh-UV1-Zustandes von Cr-HKR1 aus Chlamydomonas reinhardtii (Abb. 3.90 B) und dem M-Zustand von Bakteriorhodopsin (BR-M; Abb. 3.90 C), so erkennt man, dass die Übereinstimmung auf eine sehr ähnliche Chromophor-Geometrie hinweist. Bei Os-HKR (wie auch bei HKR1-Rh-UV) hat der H/D-Austausch auf die Lage der P400-Banden nur wenig Einfluss. Bei 972cm-1 und 1007 cm-1 sind relativ schwache, breite Banden zu identifizieren. Die fingerprint-Region zwischen 1100 cm-1 und 1400 cm-1 ist stark von der Konformation des Retinals abhängig. Die Banden der C-C-Streck-Vibrationen (1177 cm-1, 1187 cm-1, 1196 cm-1 und 1226 cm-1) sind im Os-HKR-Spektrum fast identisch wie im Rh-UV1-Referenzspektrum von Cr-HKR1. Jedoch ist in diesem Bereich eine zusätzliche Bande bei ungefähr 1230 cm-1 zu erkennen. Die Banden bei 1310 und 1380 cm-1 (C-H-rock) sind leicht zu höheren Frequenzen verschoben (1303 cm-1 und 1378 cm-1 für Cr-HKR1 bzw. 1307 cm-1 und 1376 cm-1 für BR-M). Die intensivste Bande befindet sich bei 1564 cm-1 (1566 cm-1 für HKR1 und BR-M), welche die C=C-Streckschwingung der Polyenkette des proteingebundenen Retinals repräsentiert. Im Bereich der Wellenzahlen von über 1600 cm-1 befinden sich die C=N-Streckschwingungen der Retinal Schiff Base (RSB). Eine dementsprechende Bande lässt sich im Fall von Os-HKR bei 1614 cm-1 identifizieren. Diese tritt in den Spektren von Cr-HKR1 Rh-UV1 bei 1613 cm-1 bzw. von BR-M bei 1622 cm-1 auf. Diese relativ schwachen Banden können aufgrund der Abwesenheit einer H/D-abhängigen Verschiebung als C=N-Streckschwingung einer deprotonierten Schiff`schen Base gedeutet werden, zusammen mit der größtenteils fehlenden H/D-Sensitivität des gesamten Spektrums. Dieses Ergebnis entspricht der starken Blauverschiebung des Absorptionsspektrums vom Dunkelzustand D505 zum P400 [180]. Die große Übereinstimmung mit den Bandenmustern der beiden Referenzspektren (BR-M und Cr-HKR1-Rh-UV1) lässt auf ein 13-cis-15-anti-Retinal als dem dominierenden Isomer schließen. Die Existenz der Bande bei 1226 cm-1 ist ebenfalls ein charakteristisches Merkmal für eine 13-cis-Konfiguration [284]. Die Co-Existenz eines zweiten Retinalisomers kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Dafür würden das Auftreten der verschiedenen Zeitkonstanten in den P400-Zerfallskinetiken sowie die weniger distinkten Banden der C=N-Streckschwingung, der Banden im Bereich der CH3-Schwingungen und teilweise in der fingerprint-Region sprechen.   
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 Abb. 3.90 RR-Messungen von P400 bei Raumtemperatur. Resonanz-Raman-Spektrum (413 nm Laser) von Os-HKR-P400-Intermediat bei 293 K in 0,1 M NaCl unter Hintergrundbelichtung mit Licht einer Wellenlänge von 530 nm in H2O und D2O (A). Im Vergleich dazu sind die Resonanz-Raman-Spektren des Rh-UV-Zustandes von Cr-HKR1 (B) und des M-Zustandes von Bakterio-rhodopsin (C) abgebildet [262].  Auch der P400-Zustand von Os-HKR wurde auf eine im Resonanz-Raman-Spektrum sichtbare Beeinflussung durch die Chloridkonzentration untersucht. Das sollte einen weiteren Hinweis auf den möglichen Zeitpunkt der Anionenabgabe während des Photozyklus liefern, die zur Bildung des P560 führt. Dazu wurden die Tieftemperatur-Resonanz-Raman-Messungen mit Os-HKR in salzfreier Umgebung und unter hoher Salzkonzentration (1 M NaCl) nach zuvor erfolgter Belichtung durchgeführt. Durch die Belichtung mit 530 nm Licht wurde vor dem Einfrieren der Probe der P400-Zustand angereichert und über die tiefen Temperaturen stabilisiert.  
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Um einen Einfluss der Belichtungsdauer auf die Beschaffenheit der Probe bzw. des Spektrums zu evaluieren, wurde Os-HKR in hoher Chlorid-Konzentration (1 M NaCl) mit verschiedenen Vorbelichtungszeiten behandelt (15 s und 2 min).   
 Abb. 3.91 RR-Messungen von P400 bei Tieftemperatur. Absorptionsspektren von Os-HKR im Dunkelzustand und nach langwelliger Belichtung in 0 M NaCl (A) und 1 M NaCl (B). Resonanz-Raman-Spektren des P400-Zustandes (413 nm, 80 K) in 0 M NaCl (C), in 1 M NaCl nach 15 s Vorbelichtung (D) und in 1 M NaCl nach 2 min Vorbelichtung (E).  Beim Vergleich der RR-Spektren des P400-Intermediates des salzfreien (Abb. 3.91 C) und des in 1 M NaCl vorliegenden Os-HKR (Abb. 3.91 D und E) kann kein Unterschied zwischen den Bandenmustern festgestellt werden. Auch die Variation der Vor-Belichtungsdauer zwischen 15 s und 2 min hat keinen Einfluss auf die Lage der Banden. Das Signal-zu-Rausch-Verhältnis der Spektren unterscheidet sich, was im Fall des salzfreien Os-HKR wahrscheinlich bedingt ist durch die schlechtere Probenqualität aufgrund des Salzentzugs, da kein schlechterer quantitativer D560-zu-P400-Umsatz als D505-zu-P400-Umsatz festgestellt werden konnte. Im Fall der 15-sekündigen Vorbelichtung wird eine weniger effiziente Konvertierung in das P400 herbeigeführt. Das Fehlen von Auswirkungen auf die gezeigten Spektren durch die Anwesenheit von Salz in der Proteinumgebung, verdeutlicht entweder, dass eine Abgabe der Chlorid-Ionen aus der Gegenion-Region des Rhodopsins vor Bildung des P400-Zustandes erfolgen muss oder dass die Anwesenheit der Chlorid-Ionen im deprotonierten Zustand keinen Einfluss auf die Chromophorstruktur bzw. die Schwingungsmoden hat.  
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Besonders im Zusammenhang mit der festgestellten Chlorid-Unabhängigkeit der Zerfallszeitkonstante des P400 (siehe Abschnitt 3.5.1), ist ein „anionenfreier“ P400-Zustand sehr wahrscheinlich. Die Bildungsreaktion von P400 zeigte sich hingegen Chlorid-abhängig (siehe Abschnitt 3.5.4.3), was ebenfalls für eine Anionen-Abgabe vor oder während dieses Prozesses spricht. Des Weiteren kann aus den Ergebnissen geschlossen werden, dass unter Dauerbelichtung in neutralen und leicht basischen pH-Bedingungen ein lichtgesteuerter Schaltmechanismus zwischen P400 und P560 (bzw. entgegengesetzt) existiert. Dieser findet ohne die zwischenzeitliche Aufnahme von Chlorid-Ionen und Bildung von D505 statt und ist demnach vergleichbar mit den Abläufen im salzfreien Photozyklus unter 0 M NaCl.  Eine deutliche Abweichung existiert allerdings zwischen den P400-Spektren, die bei Raumtemperatur unter Dauerbelichtung aufgenommen wurden und den Tieftemperatur-spektren, welche nach Vorbelichtung eingefroren und vermessen wurden. Verglichen wurden salzhaltige Proben, wobei das Tieftemperaturspektrum die Hochsalzprobe aus Abb. 3.91 E (1 M NaCl) darstellte und das Raumtemperaturspektrum aus Abb. 3.90 A verwendet wurde, welches in moderaten Salzkonzentrationen vorlag (0,1 M NaCl). Diese verschiedenen Salzkonzentrationen sollten aber, wie in Abb. 3.91 verdeutlicht, nicht für die gefundenen Unterschiede verantwortlich sein. Auffallend ist die im Tieftemperaturspektrum (Abb. 3.92 B) zu beobachtende Verschiebung der C=C-Streckschwingungsbande von +10 cm-1 (TT, 1574 cm-1) im Vergleich zum Raumtemperaturspektrum (Abb. 3.92 A). Diese Abweichung ist sehr groß, um ihn auf einen reinen Temperatureffekt zurückzuführen (typisch ca. +5 cm-1, siehe D505). In der so genannten fingerprint-Region zwischen 1100 cm-1 und 1400 cm-1 fallen besonders das Auftreten weiterer Banden im TT-Spektrum und große Unterschiede der relativen Bandenintensitäten auf. Zum weiteren Vergleich sind in Abb. 3.92 Teile der RR-Spektren des deprotonierten Zustandes vom halobakteriellen (Halobacterium salinarum) Sensory Rhodopsin I (SRI) und Halorhodopsin (HR) aufgeführt. Die fingerprint-Banden von P400 in Os-HKR bei Raumtemperatur haben große Ähnlichkeit zu den Bandenmustern der deprotonierten Zustände von SRI und HR aus der Literatur, wie auch zu dem M-Zustand von Bakteriorhodopsin (siehe auch Abb. 3.90) [288]. Das spricht für das hauptsächliche Vorliegen des gebundenen Chromophors als 13-cis-Isomer. Die Banden in Os-HKR bei 293 K liegen bei 1177 cm-1, 1187 cm-1, 1196 cm-1 und 1226 cm-1. Sie lassen sich den charakteristischen C-C-Streckschwingungsmoden der 13-cis-RSB [284] zuordnen: die Bande bei 1177 cm-1 entspricht der C10-C11-Mode (1164 cm-1 in 13-cis-RSB), die Bande bei 1187 cm-1 entspricht der relativ schwach ausgeprägten C14-C15-Mode (1153 cm-1 in 13-cis-RSB), die Bande bei 1196 cm-1 entspricht der C8-C9-Mode (1199 cm-1 in 13-cis-RSB) und die Bande bei 1226 cm-1 könnte der C12-C13-Mode (1224 cm-1 in 13-cis-RSB) entsprechen. Eine zweite untergeordnet vorhandene Isomerenkonfiguration, kann nicht ausgeschlossen werden. Der weniger distinkte Peak bei 1177 cm-1, die Schulter bei 1203 cm-1 und die mit der 1229 cm-1-Bande überlagerte Bande bei ca. 1217 cm-1 könnten Anzeichen für einen geringeren Anteil an Retinal mit einer all-
trans-Konfiguration sein.  Die starken Abweichungen im C=C- und C-C-Streckschwingungsregion bei RT und TT können nicht allein auf einen Temperatureffekt zurückzuführen sein. Sie sprechen für das Vorliegen struktureller Unterschiede bezüglich der hauptsächlichen Retinalisomerie bei den verschiedenen Messtemperaturen. Besonders die hohe relative Intensität bei 1203 cm-1 sowie 1213 cm-1 weisen auf einen erhöhten Anteil an all-trans-Retinal bei 80 K hin [114], [138]. Die Bande bei 1225 cm-1 ist in dem Tieftemperaturspektrum fast nicht vorhanden, was einen geringeren 13-cis-Anteil andeutet.  
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 Abb. 3.92 Vergleich der bei Raum- bzw. Tieftemperaturen vermessenen RR-Spektren des P400-Zustandes. Resonanz-Raman-Spektren in salzhaltiger Umgebung von Os-HKR P400 bei Raumtemperatur mit Hinter-grundbelichtung gemessen in 0,1 M NaCl (A) und bei Tieftemperaturen (80 K) und vorheriger Belichtung und Bildung des P400 gemessen in 1 M NaCl (B). Vergrößert dargestellt ist der Bereich des Spektrums zwischen 1100 und 1400 cm-1 (Ausschnitt I). Im Vergleich ist je ein Ausschnitt des P380-Zustandes von Sensory Rhodopsin I (SRI) sowie des P410-Zustandes von Halorhodopsin (HR) abgebildet (mit Erlaubnis von [303]). Weitere Details zur Messung des P400 in Os-HKR sind in Abb. 3.91 angegeben.  Zusammenfassend kann man festhalten, dass der Chromophor im P400-Zustand von Os-HKR sowohl als 13-cis- als auch als all-trans-Retinal mit einer deprotonierten Schiff’schen Base vorliegen kann. Das bedeutet, dass beide im Dunkelzustand (D505 und D560) diagnostizierten Komponenten unter den hier untersuchten Bedingungen einen Photozyklus mit Deprotonierung der Schiff’schen Base durchlaufen können. Die Salzkonzentration allein scheint auf diese Prozesse keinen Einfluss zu haben. Die unterschiedliche Gewichtung/Verteilung der enthaltenen Isomere in P400 bei den verschiedenen Messtemperaturen, ist vermutlich nicht primär auf die Temperatur zurückzuführen sondern auf die sich dadurch ergebenden photochemischen Effekte. Äquivalent dazu konnte in Cr-HKR1 eine Verschiebung des Isomerengleichgewichtes in den Raumtemperatur-Spektren nach Rh-UV13-cis-15-anti durch die kontinuierliche kurzwellige Belichtung beobachtet werden.  
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3.5.6 FT-IR-spektroskopische Untersuchungen an Os-HKR Um weitere Informationen über die spektroskopischen Eigenschaften und eine mögliche physiologische Relevanz der Chlorid-Abhängigkeit zu erhalten, wurden als Ergänzung zu den Chromophorstruktur-spezifischen Resonanz-Raman-Spektren, infrarotspektroskopische Unter-suchungen durchgeführt. Da im Gegensatz zur Resonanz-Raman-Spektroskopie die Moleküle in der Infrarot (IR)-Spektroskopie ein veränderbares oder induzierbares Dipolmoment aufweisen müssen, stellt das IR-Bandenmuster eine komplementäre Information zur Aufklärung von Strukturmerkmalen der Proteine dar [183].  Alle FT-IR-Messungen wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. P. Hildebrandt an der Technischen Universität Berlin durchgeführt. Die IR-Spektren wurden unter der experimentellen Leitung von Dr. Francisco Velázquez-Escobar aufgenommen. Die Spektren wurden in enger Zusammenarbeit mit der AG Hildebrandt ausgewertet und diskutiert. Hierbei sollte auf die proteinstrukturellen Eigenschaften der thermisch dunkeladaptierten Zustände (D505 und D560) sowie auf die nach Photokonversion gebildeten langlebigen Zustände P560 und P400 eingegangen werden. Durch die Bildung von Differenzspektren zwischen den verschiedenen Zuständen sollten Änderungen der Proteinstruktur und dem Protonierungszustand wichtiger Aminosäuren mit freien Carboxyl-Gruppen, welche beispielsweise als Gegenion der Schiff’schen Base fungieren können, untersucht werden.  
3.5.6.1 FT-IR-Untersuchungen der Intermediate in Os-HKR unter moderater NaCl-
Konzentration Zunächst wurden die Änderungen für den Übergang von D505 nach P400, von D505 nach P560 und von P560 nach P400 in moderater Salzkonzentration (0,1 M NaCl) aufgenommen und als Differenzspektren aufgetragen. 
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 Abb. 3.93 FT-IR-Spektroskopie an Os-HKR unter moderater NaCl-Konzentration. FT-IR-Differenzspektren der langlebigen Os-HKR-Photozyklus-Zustände. Aufgetragen wurden die Änderungen von D505 nach P400 (A), von P400 nach P560 (B) sowie von D505 nach P560 + P400 (C) in H2O (schwarze Linie) und D2O (rote Linie). Zur Bereinigung des Spektrums in C von Anteilen des P400-Zustandes wurde ein Doppeldifferenz-Spektrum der Daten C-A (A*0,71 in H2O, A*0,58 in D2O) gebildet (D). Die Absorptionsspektren der zu messenden Übergänge wurden zur Verdeutlichung aufgetragen. In grau ist der Ausgangszustand und in schwarz ist der Endzustand des jeweiligen Überganges dargestellt.  Die Differenzspektren weisen deutliche Bandenmuster im Wellenzahlenbereich zwischen 1100 cm-1 und 1800 cm-1 auf (Abb. 3.93). Die negativen Banden repräsentieren hierbei den Ausgangszustand und die positiven Banden stellen den lichtinduzierten Zustand dar. Große Änderungen betreffen den Amid I-Bereich zwischen 1600 cm-1 und 1700 cm-1, welcher charakteristisch für bestimmte Sekundärstrukturmerkmale im Proteinrückgrat der einzelnen Zustände ist [183], [295], [296]. In Os-HKR sind besonders intensive Differenzbanden in diesem Bereich bei Übergängen zu beobachten, bei denen sich der Protonierungszustand der Schiff’schen Base ändert (Abb. 3.93 A und B). Durch die Langlebigkeit der Intermediate P400 und P560 kann keine vollständige Trennung der einzelnen Übergänge erreicht werden.  
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So ist in Teilspektrum A in Abb. 3.93, welches die Änderungen zwischen D505 und P400 darstellen soll, ein geringer anteiliger Übergang in den P560-Zustand nicht auszuschließen. Bei Betrachtung des Teilspektrums C in Abb. 3.93 wird ebenfalls deutlich, dass mit der Blaulichtapplikation nicht, wie beabsichtigt, ein eindeutiger D505 nach P560-Übergang erzeugt wurde. Die positiven Banden weisen auf die Existenz wesentlicher Anteile des P400-Zustandes hin. Um einen besseren Eindruck der spezifischen Änderungen zwischen dem D505 und dem P560-Zustand zu erhalten, wurde ein Doppeldifferenzspektrum gebildet. Hierbei wurde das Teilspektrum A anteilig (71 % in H2O bzw. 58 % in D2O, errechnet anhand des P400-spezifischen Amid I-1646 cm-1-Signals) vom Teilspektrum C subtrahiert, um die Banden des D505 nach P400-Überganges zu entfernen (Abb. 3.93 D). Zur genaueren Analyse der Bandenmuster wurden die charakteristischen Bereiche der Spektren vergrößert aufgetragen (Abb. 3.94).   
 Abb. 3.94 Analyse der FT-IR-spektroskopischen Ergebnisse von Os-HKR unter moderater NaCl-Konzentration. Vergrößerte Darstellung der fingerprint-Region, Ethylen-Streckschwingungs- und Amid-Region sowie Carboxyl-Region der FT-IR-Differenzspektren aus Abb. 3.93 für die Übergänge D505 nach P400 (A), P400 nach P560 (B), D505 nach P560 und P400 (C) und das Doppeldifferenzspektrum von C-A zur verbesserten Darstellung des Überganges von D505 nach P560 (D). 
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Übergang D505 nach P400 (Abb. 3.94 A) Zwischen 1100 cm-1 und 1300 cm-1 lassen sich, wie schon in den RR-Spektren, charakteristische 
fingerprint-Banden des Chromophors finden. Diese sind in den Absorptionszuständen mit einer protonierten RSB deutlich ausgeprägt. Beim Übergang von D505 nach P400 sind die negativen Signale, also das Ausbleichen der C-C-Einzelstreckschwingungsbanden bei 1163 cm-1,  1181 cm-1, 1200 cm-1 und 1214 cm-1, zu erkennen. Hierbei handelt es sich in Übereinstimmung mit den RR-Auswertungen um charakteristische Banden für sowohl die 13-cis als auch die all-
trans-Konfiguration des Retinals. Schwache positive Signale sind bei 1188 cm-1, welches wahrscheinlich aus der fingerprint-Region des P560-Anteils resultiert, und bei 1227 cm-1, welches spezifisch für den P400-Zustand ist (vgl. Abschnitt 3.5.5), zu beobachten. Die negativen Signale bei 1239 cm-1 und 1249 cm-1 repräsentieren das Verschwinden der N-H-ip-Schaukelschwingungen (all-trans- und 13-cis-Anteil) infolge der Deprotonierung der RSB beim Übergang in den P400-Zustand. Die durch den H/D-Austausch induzierte Verschiebung der Banden in den niederfrequenten Bereich (siehe Abb. 3.88) ist als Wegfallen der negativen Signale in D2O-zu erkennen. Das Signal bei 1249 cm-1 ist von einem weiteren Signal überlagert, welches in D2O als Bande bei 1254 cm-1 erscheint und in Bakteriorhodopsin BR568 als eine Kombination der Lysin-CH2-Schwingung und der C12-C13-Streckschwingung definiert werden konnte [114], deren Bande spezifisch für die all-trans-Konfiguration des Retinals ist. Diese Überlagerung kann auch der Grund sein, warum die entsprechende Bande in den RR-Spektren des D505-Zustandes nicht eindeutig erscheint (siehe Abb. 3.88).  In der Amid-Region (zwischen 1500 cm-1 und 1700 cm-1) des Spektrums für den D505 nach P400-Übergang sind große Änderungen im Amid I-Bereich (im Bereich von 1600 cm-1 und 1700 cm-1) zu erkennen. Es kommt zu Überlagerungen mit dem C=N(+)-H-Streck-schwingungsbereich der protonierten RSB, welche als negatives Signal bei 1658 cm-1 zu erkennen ist. Die H/D-induzierte Verschiebung der C=N(+)-H/C=N(+)-D-Bande nach 1622 cm-1 enthüllt die mit dem C=N(+)-H-Streckschwingungssignal überlappenden negativen Amid I-Banden. Die Lage der C=N-Banden stimmt mit der in den RR-Spektren ermittelten Position überein. Eine schwächere negative Bande bei 1681 cm-1, sowie die beiden positiven Signale bei 1646 cm-1 und 1668 cm-1 sind weitere Charakteristika im Amid I-Bereich. In der Amid II-Region (zwischen 1500 cm-1 und 1600 cm-1) kommt es zu Überlagerungen mit den C=C-Streckschwingungsbanden. Daher ist eine Identifizierung von charakteristischen Amid II-Banden erschwert. Die C=C-Streckschwingungsbanden sind im FT-IR-Spektrum ebenfalls nur in Zuständen mit einer protonierten RSB deutlich ausgeprägt. Das macht sich beim Übergang von D505 nach P400 (Abb. 3.94 A) als negatives Signal bemerkbar. Die sehr breite Bande bzw. das Bandenpaar bei 1542 cm-1 und 1549 cm-1 spricht für die Existenz einer Isomerenmischung in D505, wie schon in den Raman-Spektren gezeigt (siehe Abschnitt 3.5.5). Die hier beobachteten Banden stimmen gut mit den in den RR-Messungen identifizierten out-of-phase Schwingungen für das 13-cis-Retinal (1542 cm-1) und für das all-trans-Retinal (1549 cm-1) überein. Diese sind im Gegensatz zu den in-phase-Schwingungen nur schwach Raman-aktiv, wohingegen sie IR-aktiv sind. Die Lage der Bande bei 1549 cm-1 bestätigt die bei Auswertung der RR-Spektren getroffene Vermutung, dass die in-phase und out-of-phase-Schwingung des all-trans-Retinals weitgehend überlappen. Daher kann die all-trans out-of-phase-Schwingung in den Raman-Spektren vor dem H/D-Austausch nicht isoliert nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.88). Nach H/D-Austausch ist eine leichte Verschiebung der C=C-Bande nach 1546 cm-1 zu beobachten. Ob dies im Zusammenhang mit einer H/D-abhängigen Änderung des Verhältnisses von all-trans- und 13-
cis-Retinal steht, wie sie in den RR-Spektren gefunden wurde, kann nicht eindeutig bestimmt werden. Auf eine Erhöhung des all-trans-Anteils in Os-HKR nach H/D-Austausch deuten die intensiveren Signale bei 1254 cm-1 (Lysin-CH2- + C12-C13-Schwingung) und 1135 cm-1 
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(Cyclohexen-Schwingung) in D2O hin. Allerdings können die in den RR-Spektren deutlichen H/D-induzierten Änderungen in der fingerprint-Region nicht nachgewiesen werden.  Die C=O-Region (1700 cm-1-1800 cm-1) ist in Retinalproteinen besonders hinsichtlich reversibler Protonierungsreaktionen von Aminosäuren mit Carboxyl-Seitenketten (Aspartat oder Glutamat) in der Retinalbindungstasche interessant. Diese treten häufig im Zuge der Deprotonierung der Schiff’schen Base auf [293]. Die als deprotonierte Carboxyl-Gruppen negativ geladenen Reste können als Gegenionen bzw. als Protonenakzeptor der protonierten RSB fungieren. Da im Wellenzahlbereich zwischen 1700 und 1800 cm-1 der IR-Spektren nur die C=O-Streckschwingungen protonierter COOH-Gruppen als Signale sichtbar sind, kann der Prozess der Protonierung bestimmter Reste im Differenzspektrum verfolgt werden [185]. Anhand ihrer Sensitivität bezüglich eines H/D-Austausches können die Signale als COOH-Gruppe verifiziert werden. Im Spektrum des D505 nach P400 Überganges ist ein deutliches Differenzbandenpaar bei 1701(-)/1714(+) cm-1 zu erkennen. Dieses könnte auf die Umorientierung einer COOH-Gruppe hindeuten. Weitere Signale sind im Bereich von 1736 cm-1, 1742 cm-1 und nach H/D-Austausch bei 1718 cm-1 zu erkennen. Da diese aber wahrscheinlich vermischt mit Signalen des P560-Zustandes sind, ist hier eine spezifische Zuordnung zum D505-nach-P400-Übergang nicht möglich.  
Übergang P400 nach P560 (Abb. 3.94 B)  Da hier der Übergang von einer deprotonierten zu einer protonierten RSB aufgenommen wurde, kann man in der fingerprint-Region die positiven Signale der C-C-Streckschwingungen des Retinals bei 1164 cm-1, 1172 cm-1, 1183 cm-1, 1196 cm-1 und 1215 cm-1 erkennen, welche charakteristisch für den P560-Zustand sind. Es sind auch hier spezifische Banden für Retinal in 13-cis- sowie all-trans-Konfiguration vorhanden (vgl. RR-P560). Es entsteht infolge der Protonierung ein deutliches, breites Signal bei 1243 cm-1, welche die N-H-ip-Biegeschwingung repräsentiert. In dieser sehr breiten Bande könnten die beiden leicht relativ zueinander verschobenen N-H-ip-Biegeschwingungen der beiden gebundenen Retinalisomere vertreten sein. Die Amid I-Region weist interessanterweise die gleichen Bandenänderungen auf, wie es im D505-nach-P400-Übergang der Fall ist. Die Orientierung der Signale ist umgekehrt, da hier vom P400-Zustand ausgegangen wird und der P560-Zustand entsteht. Daher sind die negativen Signale bei 1646 cm-1 und 1668 cm-1 (Ausbleichen des P400-Zustandes) und positive Signale bei 1658 cm-1 und 1681 cm-1 (Entstehung des P560-Zustandes) zu finden. Die C=N(+)-H-Streckschwingungsbande liegt wie auch im RR-Spektrum an der gleichen Position wie im D505-Zustand bei 1658 cm-1 und ist mit den dort liegenden Amid I-Signalen überlagert. Bei 1524 cm-1 findet man die C=C-Streckschwingungsbande des Retinals vom P560-Zustand. Diese stimmt gut mit der out-of-phase-Schwingung des 13-cis-Anteils überein, die in den RR-Messungen als schwache Bande identifiziert wurde. Ein eindeutiges all-trans-out-of-phase-Signal kann in dem FT-IR-Spektrum nicht zugeordnet werden. Möglicherweise kommt es zu Überlagerungen mit negativen Amid II-Signalen an ähnlicher Position, so dass es im Differenzspektrum nicht in Erscheinung tritt. In der C=O-Region des Spektrums zeigt sich ein Differenzbandenpaar bei 1701(+)/1712(-) cm-1. Dies könnte äquivalent zu dem Signal bei 1701(-)/1714(+) cm-1 im D505 nach P400 Übergang (Abb. 3.94 A) mit der Umorientierung einer Carboxyl-Gruppe zusammenhängen. Zusätzlich ist ein starkes Differenzsignal bei 1735(-)/1742(+) cm-1 zu beobachten. Dieses Bandenpaar könnte ebenfalls aus der strukturellen Reorientierung einer COOH-Gruppe während des Überganges von P400 nach P560 resultieren. Da für diesen Übergang kein H/D-Austausch vorgenommen wurde, kann die H/D-Sensitivität der Signale und mögliche darunter verborgen liegende Banden nicht ermittelt werden. Überlagerungen mehrerer Signale in einzelnen Banden können nicht ausgeschlossen werden. 
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Übergang D505 nach P560 und P400 (Abb. 3.94 C) Die Intention der Probenbelichtung mit blauem Licht war es, die Messung des Überganges von D505 nach P560 zu erreichen. Beim Vergleich des Spektrums (C) mit den beiden anderen Übergängen (A D505 nach P400 und B P400 nach P560) wird deutlich, dass spezifische positive Signale sowohl des P560-Zustandes als auch des P400-Zustandes in allen Regionen des Spektrums enthalten sind.   
Übergang D505 nach P560 (Abb. 3.94 D)  In dem Doppeldifferenzspektrum soll ein besserer Überblick über die spezifischen Änderungen zwischen den beiden protonierten Zuständen D505 und P560 bekommen werden. In der 
fingerprint-Region fallen besonders der Intensitätsverlust der Bande bei 1203 cm-1 und die Zunahme bei 1194 cm-1 auf. Dies korreliert mit den in den RR-Spektren getroffenen Beobachtungen, in denen äquivalente Verschiebungen der C-C-Streckschwingungen existieren. Es kommt zu einer leichten Intensitätszunahme der C-C-Banden bei 1164 cm-1, 1172 cm-1 und 1186 cm-1 in P560. Die niederfrequentere der beiden N-H-ip-Biegeschwingungen liegt in P560 leicht zu höheren Frequenzen verschoben, was an dem Differenzbandenpaar 1236(-)/ 1243(+) cm-1 deutlich wird. Die geringen Änderungen im Amid I-Bereich resultieren wahrscheinlich aus der Differenzbildung mit Spektrum A, da die gleichen Differenzbanden wie für den P400 nach P560-Übergang beobachtet werden, allerdings in sehr geringer Intensität. Deutliche spezifische Abweichungen in der Amid I-Region zwischen dem D505-Zustand und dem P560-Zustand sind nicht festzustellen. Sollten kleine Differenzen existieren, so können diese aufgrund der immer noch leicht vorhandenen Überlagerung mit zusätzlichen Reaktionen nicht zugeordnet werden. Als Differenzbandenpaar kann die Verschiebung der C=C-Streckbindungs-schwingungen von 1542(-) cm-1 in D505 nach 1523(+) cm-1 in P560 beobachtet werden. Diese Verschiebung korreliert, wie schon in den RR-Spektren, mit den Absorptionsmaxima der beiden Spezies. Die Lage der Banden kann am besten der jeweiligen 13-cis (out-of-phase) Konfiguration in D505 und P560 zugeordnet werden (siehe Abschnitt 3.5.5). Die Tatsache, dass die hoch-frequente Schulter des mutmaßlichen D505-spezifischen all-trans-Anteils (bei 1548 cm-1) deutlich abgeschwächt ist (im Vergleich zu Teilspektrum A), spricht dafür, dass die all-trans-Anteile (out-of-phase) in beiden Zuständen an ähnlicher Position vorhanden sind und sich im Differenzspektrum gegenseitig aufheben. In der C=O-Region ist, wie im P400 nach P560-Übergang, das Differenzbandenpaar 1734(-)/1742(+) cm-1 vorhanden. Es zeigt eine H/D-Sensitivität und wird in D2O nach 1726(-)/1734(+) cm-1 verschoben. Zusätzlich existiert in D2O eine Bande bei 1716 cm-1. Diese könnte ebenfalls durch eine strukturelle Reorientierung einer protonierten Carboxyl-Gruppe zustande kommen.  Diese Ergebnisse zusammenfassend, sind die größten beobachteten Signaländerungen im Amid I-Bereich in Os-HKR stark an den Protonierungszustand der Schiff’schen Base gekoppelt. Die Banden bei ca. 1646 cm-1 und 1668 cm-1 können demnach eindeutig dem deprotonierten P400-Zustand zugeordnet werden. Während die Bande bei 1681 cm-1 sowohl im D505- als auch im P560-Zustand vorhanden ist (Abb. 3.94 A und B). Die beiden langlebigen protonierten Zustände (D505 und P560) zeigen hingegen keine großen Amid I-strukturellen Abweichungen voneinander. Ob beim Übergang aus den protonierten Zuständen (D505 und P560) in den deprotonierten P400-Zustand ein COOH-Signal existiert, welches im Zusammenhang mit dem möglichen Protontransfer von der Schiff’schen Base auf den Carboxylat-Rest einer RSB-nahen Aminosäure stehen könnte, muss noch weitergehend untersucht werden (vide infra). Bedeutende Umorientierungen von COOH-Gruppen scheinen vor allem bei Bildung des P560-Zustandes stattzufinden.  
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3.5.6.2 Chloridabhängige FT-IR-Untersuchungen der langlebigen Zustände von Os-HKR Durch Messungen der lichtinduzierten Übergänge in verschiedenen Chloridkonzentrationen, sollte der Einfluss der Anionen auf die einzelnen Intermediate in den FT-IR-Spektren verdeutlicht werden. Gleichzeitig sollte die Entstehung von unklaren Mengenverhältnissen der verschiedenen Intermediate zueinander aufgrund von Mischsituationen vermindert werden, da eine Trennung zwischen D505 und P/D560 prinzipiell durch Entfernen der Anionen erreicht werden kann.  Zunächst wurden die FT-IR-Spektren des lichtinduzierten P560-Intermediates und des salzfreien Dunkelzustandes D560 miteinander verglichen. Hierfür wurde das Spektrum des P400-nach-P560-Überganges aus Abschnitt 3.5.6.1 mit dem D560-nach-P400-Spektrum in salzfreier Umgebung verglichen. Um die Gegenüberstellung zu erleichtern, wurde das salzfreie Spektrum invertiert (Abb. 3.95).   
 Abb. 3.95 Vergleich der FT-IR-Differenzspektren für den Übergang von P400 nach P560 in 0,1 M NaCl und von P400 nach D560 in 0 M NaCl   Die Photokonversion zwischen P400 und P560 unter moderaten Salzbedingungen (0,1 M NaCl) und der Übergang zwischen P400 und D560 in salzfreier Pufferumgebung resultieren in den gleichen Bandenmustern. Das bestätigt die Vermutung, dass der lichtinduziert erzeugte, langlebige rotverschobene Zustand P560 und der thermisch adaptierte salzfreie Dunkelzustand D560 identisch sind. Zusätzlich wird verdeutlicht, dass es bei dem Übergang vom/in den P400 unabhängig vom Salzgehalt zu den gleichen Signaländerungen kommt. Daher kann davon ausgegangen werden, dass auch P400 Anion-frei vorliegt. 
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Des Weiteren sollte die Auswirkung der Salzkonzentration auf die Übergänge zwischen dem jeweiligen Dunkelzustand (D505 in 1 M NaCl und 0,1 M NaCl, D560 in 0 M NaCl) und dem blauverschobenen P400-Zustand untersucht werden. Als positiver Nebeneffekt konnte hierbei die Entstehung von Mischsituationen nach der Belichtung verhindert werden. So sollte der Anteil an gemessenem P560-Intermediat beim D505-nach-P400-Übergang in 1 M NaCl durch die verkürzte Lebensdauer von P560 unter diesen Bedingungen minimiert werden. Unter salzfreien Bedingungen konnte die Beteiligung des D505-Zustandes ausgeschlossen werden, so dass ein reiner D560-nach-P400-Übergang gemessen werden sollte. 
 Abb. 3.96 NaCl-konzentrationsabhängige FT-IR-Differenzspektren von Os-HKR. Aufgetragen sind die Übergänge von D505 nach P400 in 1 M NaCl (A) und 0,1 M NaCl (B) sowie von D560 nach P400 in 0 M NaCl (C). In Ausschnitt I ist die C=O-Region vergrößert dargestellt.  Die Änderung der Salzkonzentration hat auf das Bandenmuster des D505-nach-P400-Überganges nur wenig Einfluss (Abb. 3.96 A und B). Die Lage der positiven und negativen Signale ist in den beiden Spektren nahezu identisch. Eine leichte Abweichung ist im Amid I-
Bereich zu erkennen. Hier ist das positive Signal bei 1666 cm-1 in 1 M NaCl im Vergleich zur moderaten Salzkonzentration um -2 cm-1 verschoben. Zusätzlich hat es eine erhöhte Intensität relativ zu den anderen Banden. 
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Unter Hochsalzbedingungen wird die Anwesenheit der beiden Chromophorkonfigurationen all-
trans- und 13-cis-Retinal noch offensichtlicher als unter moderater Salzkonzentration. Sowohl die beiden N-H-ip-rocking-Banden (1239 cm-1 und 1249 cm-1) als auch die beiden out-of-phase C=C-Streckschwingungen (1542 cm-1 13-cis-out-of-phase und 1549 cm-1 all-trans-out-of-phase) sind deutlich als negative Signale zu erkennen. Der Grund hierfür ist wahrscheinlich die schon erwähnte Abwesenheit des Anteils an P560-Intermediat in den Messungen unter hohen Salzkonzentrationen. In moderater Salzkonzentration (0,1 M NaCl; Abb. 3.96 B) kommt es wahrscheinlich unter 530 nm-Belichtung (hauptsächliche Anreicherung des P400-Zustandes) zur Koexistenz von P400- und P560-Zustand, der durch seine lange Lebensdauer Anteile am Spektrum bildet. Die ähnliche Position der jeweils höherfrequenten N-H-ip und C=C-Bande bewirkt im Differenzspektrum eine Abschwächung dieser Signale. In beiden Chlorid-Konzentrationen ist die Trennung der beiden C=C-Streckschwingungsbanden nach H/D-Austausch weniger deutlich ausgeprägt. In 1 M NaCl ist eine deutliche Verschiebung nach 1549 cm-1 zu beobachten. Diese Frequenz entspricht der Chlorid-abhängigen all-trans-out-of-
phase-Mode. Des Weiteren kommt es in 1 M NaCl zu deutlichen Änderungen in der fingerprint-Region nach H/D-Austausch und zum deutlicheren Hervortreten der all-trans-spezifischen Signale bei 1135 cm-1 und 1254 cm-1. Die damit angedeutete Erhöhung des all-trans-Anteils nach H/D-Austausch scheint hier in hoher Chlorid-Konzentration stärker aufzutreten als in moderater Chlorid-Konzentration. Diese salzabhängigen Unterschiede des H/D-Einflusses konnte in den RR-Spektren nicht beobachtet werden. Im salzfreien Zustand sind für den D560-nach-P400-Übergang (Abb. 3.96 C) grundsätzlich die gleichen Änderungen wie bei der P560-P400-Photoschaltung zu beobachten (siehe Abb. 3.95). Als Folge der Deprotonierung der RSB kommt es zum Ausbleichen der C=C-Streckschwingungsbande bei 1524 cm-1, welche wahrscheinlich der 13-cis-out-of-phase-Konfiguration zugeordnet werden kann. Die all-trans-out-of-phase-Mode (bei ca. 1549 cm-1) wird an dieser Position wahrscheinlich durch positive Amid II-Signale (1544 cm-1 und 1555 cm-1) bei der P400-Bildung überlagert. Nach H/D-Austausch erscheint die all-trans-
out-of-phase-Mode als separate Bande bei 1549 cm-1. Die Gründe dafür könnten geringere Amid II-Änderungen oder ein erhöhter all-trans-Anteil infolge des H/D-Austausches sein. Auch das H/D-induzierte Auftreten der Bande bei 1135 cm-1 könnte als all-trans-Cyclohexen-Mode auf eine Erhöhung des all-trans-Anteils hindeuten. In den anderen für die Retinalkonfiguration charakteristischen Bereichen des Spektrums, sind die H/D-induzierten Änderungen weniger deutlich zu beobachten als in 1 M NaCl (D505-nach-P400-Übergang) und in der Resonanz-Raman-Spektroskopie. Ob das relative Verhältnis zwischen den 13-cis- und all-trans-Isomeren durch verschiedene Belichtungsparameter während der Messungen verändert wird, müsste geklärt werden. In der zur Bestimmung des Protonierungszustandes wichtiger Aminosäurereste interessanten 
C=O-Region (Abb. 3.96 Ausschnitt I) sind verschiedene Signale und Differenzbandenpaare zu erkennen. Die Bande bei 1736(+) cm-1 ist besonders beim Übergang von D505 nach P400 in 1 M NaCl deutlich ausgeprägt (Abb. 3.96 A). Sie zeigt eine H/D-Sensitivität, verliert in D2O an Intensität und wird wahrscheinlich nach 1718 cm-1 verschoben. In moderaten Salzbedingungen ist die Bande ebenfalls vorhanden, lässt sich aber durch die schon erwähnte Überlagerung mit der P560-Bildung und des dabei entstehenden positiven Signales bei 1742 cm-1 weniger klar erkennen (Abb. 3.96 B). In salzfreier Umgebung (Abb. 3.96 C) ist beim D560-nach-P400-Übergang vor allem das deutliche Differenzbandenpaar bei 1734(+)/1741(-) cm-1 zu erkennen. Der H/D-Austausch zeigt, dass in diesem Bandenpaar mehr als zwei Signale verborgen liegen müssen. So kann die Verschiebung einer Bande nach 1718(+) cm-1 beobachtet werden, daher ist das 1736(+) cm-1-Signal im D560-nach P400-Übergang vermutlich in dem Differenzsignal (1734(+)/1741(-) cm-1) enthalten.  
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Demnach könnte die Bande bei ca. 1736 cm-1 (in D2O bei 1718 cm-1) das Protonierungssignal einer Glutamat- oder Aspartat-Seitenkette während der P400-Bildung repräsentieren. Zusätzlich ist mindestens ein H/D-sensitives Differenzbandenpaar enthalten, welches in D2O nach 1725(+)/1733(-) cm-1 verschoben vorliegt. Weitere darunter liegende Signale lassen sich nicht ausschließen. Diese Differenzbandenpaare sind charakteristisch für Umorientierungen protonierter Carboxyl-Gruppen von Glutaminsäuren oder Asparaginsäuren in der Retinal-bindungstasche. Unsicher ist der Ursprung der Bande bei 1714(+) cm-1. Sie könnte im Zusammenhang mit der negativen Bande bei 1701(-) cm-1 ein weiteres COOH-Differenzbandenpaar darstellen. Es wird in D2O um ca. 4-5 cm-1 nach 1695(-)/1710(+) cm-1 verschoben. Es entsteht bei der Bildung des P400-Zustandes und verliert nach H/D-Austausch an Intensität. Die Intensität dieser Banden nimmt auch mit sinkender Salzkonzentration stark ab und sie sind in 0 M NaCl nur schwach vorhanden (Abb. 3.96 A-C; Abb. 3.97). Daher wäre eine für die Anionaufnahme oder -abgabe notwendige COOH-Reorientierung denkbar. Es könnten auch Signale eines weiteren anionenabhängigen Prozesses mit der Umorientierung überlagert sein, wodurch die Intensitätsunterschiede bedingt sein könnten. Mit sinkender Salzkonzentration kommt es auch zu einer Intensitätsabnahme der angrenzenden Amid I-Banden. Es ist nicht bekannt, ob diese Chlorid-abhängigen Intensitätsunterschiede der Signale einen Zusammenhang haben.   
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 Abb. 3.97 Vergleich der NaCl-Konzentrationsabhängigen FT-IR-Spektren. Aufgetragen sind im direkten Vergleich der Übergang aus dem Dunkelzustand in den deprotonierten P400-Zustand in 0 M NaCl und 1 M NaCl in H2O (A) und in D2O (B). Das Inset zeigt eine Vergrößerte Ansicht der S-H-Region.  In Abbildung 3.97 sind die Unterschiede und die Ähnlichkeiten zwischen den Übergängen der salzabhängigen Dunkelzustände D505 und D560 in den P400-Zustand verdeutlicht. Die positiven (P400) Amid I-Signale im Zuge der Deprotonierung der Schiff’schen Base sind nahezu identisch. Es gibt allerdings Unterschiede in den relativen Intensitäten einzelner Banden zueinander. So weisen die Banden bei 1666(+) cm-1 und 1693(+) cm-1 in 1 M NaCl eine deutlich höhere Intensität auf, als die äquivalenten Banden in 0 M NaCl. Außerdem findet eine leichte Verschiebung des niederfrequenten Amid I-Signals von 1615(+) cm-1 in 1 M NaCl nach 1613(+) cm-1 statt. Diese Intensitätsunterschiede und leichten Verschiebungen könnten demnach mit dem Gewinn bzw. Verlust der Protein-Chlorid-Interaktion in Zusammenhang stehen. Interessant ist, dass die grundsätzlichen strukturellen Änderungen der Proteinhelixorientierung aus beiden Dunkelzuständen unter Bildung des P400-Zustandes und der damit einhergehenden Deprotonierung der Schiff’schen Base sehr ähnlich zu sein scheinen. Die COOH-Region beinhaltet spezifische Umorientierungen von COOH-Gruppen, welche 
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besonders für Bildung und Zerfall des P560-Zustandes von Bedeutung sein müssen. Möglicherweise werden dabei bestimmte funktionelle Gruppen in eine Orientierung gebracht, welche die Zugänglichkeit der Retinalbindungstasche für das Anion ermöglicht. Die Betrachtung der hochfrequenten Region zwischen 2500 cm-1 und 2700 cm-1 zeigt den Verlust eines positiven Signals unter salzfreien Bedingungen (Abb. 3.97 Inset). In diesem Bereich des Spektrums können S-H-Streckschwingungsbanden auftreten. Die zusätzliche Bande in 1 M NaCl deutet eine salzabhängige Umorientierung einer Cystein-Seitenkette an. Das weist darauf hin, dass ein Cystein an der Chlorid-Bindung und -Positionierung in Os-HKR beteiligt sein könnte. In der folgenden Tabelle sollen die wichtigsten identifizierten Signale der FT-IR-Spektren von Os-HKR soweit möglich mit vorläufig getroffenen Zuordnungen zusammengefasst werden.  Tabelle 3.9: Spezifische FT-IR-Signale der lichtinduzierten Übergänge von D505 nach P400, P/D560 nach P400 und D505 nach P560 
Übergang Wellenzahl/cm-1 Zuordnung 
 
 
D505 nach P400 





1163(-), 1172(-), 1183(-),1194(-), 1196(-), 1215(-) C-C fingerprint/ Cyclohexen 1243(-), 1247(-) N-H-ip 1524(-), 1549(-) C=C 1609(+), 1631(+), 1646(+), 1658(-), 1668(+), 1693(+) Amid I 1658(-) C=N(+)-H 1700(-)/1714(+) C=O 1736(+) C=O 1741(-)/1734(+) C=O 2575(-) S-H 
 
 
D505 nach P560 
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3.5.7 Mutationen potentieller Gegenionen in Os-HKR Aufgrund der Ergebnisse, dass der Protonierungszustand sowie die Orientierung von Carboxylgruppen bestimmter Aminosäuren eine wichtige Rolle für den Photozyklus in Os-HKR spielen müssen, wurde zielgerichtete Mutagenese an ausgewählten Aminosäuren durchgeführt. Nach Sequenzanalysen und -vergleichen anhand des Strukturmodells (Abb. 3.98) wurden zwei Aminosäuren mit Carboxyl-Seitenketten identifiziert, die in der Nähe der RSB lokalisiert sein müssen. Es handelt sich um das Glu181 und das Asp314, welche sich in Os-HKR an den äquivalenten Positionen des Asp85 und des Asp212 von Bakteriorhodopsin befinden. Diese nehmen in Bakteriorhodopsin und anderen mikrobiellen Rhodopsinen als Gegenionen und bei den Prozessen der Deprotonierung der Schiff’schen Base eine Schlüsselrolle ein. Eine weitere saure Aminosäure, welche im erweiterten Wirkungskreis der RSB liegt, ist in Os-HKR das Asp219. Diese liegt im Strukturmodell an vergleichbarer Position wie das Asp115 in BR oder das vieldiskutierte Asp156 im Kanalrhodopsin ChR2, welches in Bakteriorhodopsin und ChR2 protoniert vorliegt und im Laufe des Photozyklus seine räumliche Orientierung ändert [304]–[306].   
3.5.7.1 UV/Vis-Spektroskopie an Os-HKR-E181N und Os-HKR-D314N Im Rahmen dieser Arbeit wurden das Glu181 und das Asp314 jeweils einzeln durch die basische Aminosäure Asparagin substituiert. So sollte an beiden Positionen die gleiche Situation herbeigeführt werden, dass mögliche photozyklische Reaktionen durch das Fehlen der entsprechenden Carboxyl-Gruppe in der Mutante nicht mehr oder nur verändert ausgeführt werden können. Zusätzlich ergab sich durch den Austausch E181N eine Verkürzung der Aminosäureseitenkette um ein C-Atom. Auf diesen Umstand wird in der Diskussion noch einmal eingegangen (siehe Abschnitt 4.5.4.1). Die Auswirkungen des Fehlens der jeweiligen Carboxyl-Gruppe in den Mutanten Os-HKR-E181N und Os-HKR-D314N sowie ein möglicher Einfluss der veränderten räumlichen Orientierung in E181N auf die spektroskopischen Eigenschaften des Proteins wurden analysiert.  
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 Abb. 3.98 Absorptiosspektren der Os-HKR-Gegenionmutanten E181N und D314N. Gezeigt sind die Absorptionsspektren der Dunkelzustände sowie nach 530 nm Belichtung von Os-HKR-E181N (A) und Os-HKR-D314N (C) in 0,1 M NaCl. Es wurde die Dunkeladaptation bis 30 min nach Belichtung aufgezeichnet. In Os-HKR-D314N wurde nach der 30-minütigen Dunkeladaptationsphase eine Belichtung von 400 nm angewandt. Zusätzlich sind die salzabhängigen Dunkelzustände von Os-HKR-E181N (B) und Os-HKR-D314N (D) dargestellt. Zur Visualisierung der eingeführten Mutationen ist ein Ausschnitt des Strukturmodells (auf Basis der BR Kristallstruktur 1KGB [106]) mit den gekennzeichneten Aminosäuren (schwarz: Os-HKR, rot: mutierte Position Os-HKR; blau: Bakteriorhodopsin) abgebildet.  Die Analysen der Mutanten im UV/Vis-Spektrometer zeigten, dass die eingeführten Mutationen starke Auswirkungen auf den Photozyklus haben. So sind die Absorptionsmaxima der Dunkelzustände beider Mutanten in 0,1 M NaCl rotverschoben, von 505 nm im Wildtyp nach 525 nm in E181N (Abb. 3.98 A) bzw. nach 530 nm in D314N (Abb. 3.98 B). Nach Belichtung mit einer 530 nm-LED kann ein blauverschobenes Intermediat, ähnlich dem P400-Zustand des Wildtyp-Proteins, erzeugt werden. Es fällt auf, dass nur ein Teil, ca. 40-50 %, des Dunkelzustandes ausgeblichen werden kann nach einer einminütigen Belichtung. Die thermische Dunkeladaptation verläuft sowohl bei E181N als auch bei D314N mit einem isosbestischen Punkt bei ca. 440 nm in einem Zeitbereich von mehreren Minuten. Besonders bei D314N erfolgen der Zerfall des blauverschobenen Zustandes und die thermische Regeneration des Dunkelzustandes nur sehr unvollständig. Der Dunkelzustand kann aber durch einen zusätzlichen kurzwelligen Lichtpuls (400 nm LED) wieder hergestellt werden. Das lichtinduzierte und damit beschleunigte Schalten zwischen dem blauverschobenen Zustand und dem Dunkelzustand mit grünem und kurzwellig violettem Licht ist bei beiden Mutanten möglich. Weder während der thermischen Dunkeladaptation noch beim lichtinduziertem Ausbleichen des blauverschobenen Zustandes kann ein spätes langlebiges rotverschobenes Intermediat, vergleichbar zum P560 im Wildtypprotein, identifiziert werden.  
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Die Absorptionsmaxima der Dunkelzustände sind allerdings stark abhängig von der das Protein umgebenden Salzkonzentration. In salzfreier Umgebung liegt das Absorptionsmaximum des Dunkelzustandes bei ca. 538 nm, im Fall von E181N (Abb. 3.98 B) und bei ca. 536 nm im Fall von D314N (Abb. 3.98 D). Die Absorptionsmaxima sind also im Vergleich zum salzfreien D560 im Wildtyp um -12 nm (E181N) bzw. -14 nm (D314N) verschoben. In 1 M NaCl gleicht der Dunkelzustand am ehesten dem salzhaltigen Dunkelzustand D505 des Wildtyps. In den Mutanten weisen die Dunkelzustände um lediglich 2-3 nm blauverschobene Absorptionsmaxima nach 502 nm (E181N) und 503 nm (D314N) auf. In D314N fällt in hoher Salzkonzentration eine Verbreiterung des Spektrums in den rotverschobenen Bereich auf, welche in E181N in diesem Maße nicht gegeben ist. In moderater Salzkonzentration von 0,1 M NaCl nimmt das Absorptionsmaximum eine Art intermediäres Stadium zwischen dem salzfreien Spektrum und dem Hochsalzspektrum ein. Die Einflüsse der Salzkonzentration auf die Photoreaktion der Mutanten wurden weiterführend untersucht. Hierfür wurden Spektren vor und nach Belichtung in 0 M NaCl und 1 M NaCl aufgenommen und die Rückkehr in den Dunkelzustand dokumentiert.  
 Abb. 3.99 Lichtinduzierte Absorptionsänderungen der Mutante Os-HKR-E181N. Absorptionsspektren vor und nach einminütiger 530 nm-Belichtung der Mutante Os-HKR-E181N in 0 M NaCl (A) und 1 M NaCl (B). Die Dunkelzustandsregeneration wurde in einzelnen Spektren bis 40 min nach Belichtung aufgezeichnet. Direkter Vergleich der Spektren nach Belichtung in 1 M, 0,1 M und 0 M NaCl (C). Prozentuale Angabe des durch Licht konvertierbaren Anteils des Dunkelzustandes (D).  In der Mutante Os-HKR-E181N kann auch in hohen Salzkonzentrationen und in salzfreier Umgebung ein blauverschobener Zustand ähnlich dem P400 des Wildtypproteins erzeugt werden. Bei Betrachtung der Spektren fällt allerdings auf, dass ein großer Anteil des Proteins nach Langzeitbelichtung (1 min) im Dunkelzustand vorliegt (Abb. 3.99 A und B).  
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Es lässt sich demnach nur ein Teil des Proteins in diesem Zeitrahmen sichtbar in den langlebigen blauverschobenen Zustand konvertieren. Dieser Anteil ist unabhängig von der Salz-konzentration und liegt bei ca. 33 %, während sich im Wildtypprotein unter gleichen Bedingungen fast 70 % des Dunkelzustandes ausbleichen lassen (Abb. 3.99 D). Der blauverschobene Zustand hat ein im Vergleich zum Wildtyp leicht verschobenes Absorptionsmaximum bei 394 nm. Es gibt salzabhängig leichte Veränderungen der Feinstruktur im Absorptionsspektrum des P394-Zustandes, aber eine deutliche salzinduzierte Verschiebung des Absorptionsmaximums ist nicht zu erkennen (Abb. 3.99 C).  
 Abb. 3.100 Lichtinduzierte Absorptionsänderungen der Mutante Os-HKR-D314N. Absorptionsspektren vor und nach einminütiger 530 nm-Belichtung der Mutante Os-HKR-D314N in 0 M NaCl (A) und 1 M NaCl (B). Die Dunkelzustandsregeneration wurde in einzelnen Spektren bis 40 min nach Belichtung aufgezeichnet. Direkter Vergleich der Spektren nach Belichtung in 1 M, 0,1 M und 0 M NaCl (C). Prozentuale Angabe des durch Licht konvertierbaren Anteils des Dunkelzustandes (D).  In der Mutante Os-HKR-D314N kann ebenfalls unter verschiedenen Salzbedingungen der blauverschobene Zustand akkumuliert werden (Abb. 3.100). Die Effizienz der sichtbaren Photokonvertierung innerhalb dieses Zeitrahmens liegt auch hier deutlich unter der des Wildtyps, sie ist in der Mutante D314N allerdings abhängig von der Salzkonzentration. In salzfreier Umgebung können fast 50 % des Dunkelzustandes durch die Langzeitbelichtung in den langlebigen blauverschobenen Zustand konvertiert werden. In moderater Salzkonzentration (0,1 M NaCl) bleibt dieser Wert nahezu unverändert bei ca. 46 %, während er in Hochsalz-bedingungen (1 M NaCl) auf ca. 35 % reduziert ist (Abb. 3.100 D). Das Absorptionsmaximum des blauverschobenen Zustandes ist salzabhängig und liegt in salzfreier Umgebung und moderater Salzkonzentration bei ungefähr 400 nm. In 1 M NaCl ist es um ca. 14 nm nach 386 nm 
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verschoben. Die thermische Dunkelzustandsregeneration ist unter salzfreien Bedingungen stark gestört. Sie erfolgt in 40 min nach Belichtungsende nur sehr unvollständig und zeigt im Folgenden einen extrem langsamen Verlauf. In 1 M NaCl verläuft sie hingegen in einem Zeitbereich von Minuten nahezu vollständig.  Mit Hilfe von Einzelspurkinetiken wurde der Einfluss der Salzkonzentration auf die Photozyklen der Mutanten weitergehend geklärt.   
 Abb. 3.101 Absorptionsverläufe nach Belichtung in Abhängigkeit von der NaCl-Konzentration in Os-HKR-E181N. Vergleich der langsamen Photozykluskinetiken während der und in den ersten 12 min nach Belichtung (530 nm) in Os-HKR-E181N, Absorptionsverlauf bei 400 nm (Zerfall P394, A) und Absorptionsverlauf bei 550 nm bzw. 480 nm (Regeneration des jeweiligen Dunkelzustandes, B) in 0 M, 0,1 M und 1 M NaCl. Die Mittelwerte der 
Zeitkonstanten der einzelnen Komponenten (τ1-τ3) und die daraus errechnete apparente Zeitkonstante (τapp) mit Standardabweichungen für den Zerfall von P394 (C) und die Regeneration des Dunkelzustandes (D) in 0 M und 1 M NaCl sind als Balkendiagramme dargestellt.    
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In den Absorptionsverläufen, die repräsentativ für den thermischen Übergang zwischen dem blauverschobenen P394-Zustand und dem Dunkelzustand dargestellt sind, kann man deutliche salzabhängige Unterschiede bei der Mutante Os-HKR-E181N erkennen (Abb. 3.101). In 1 M NaCl lassen sich sowohl der Zerfall des P394 als auch die Regeneration des Dunkelzustandes mit drei Zeitkonstanten beschreiben (Abb. 3.101 C und D). Sie liegen bei ca. 8-10 s (τ1-Wert), ca. 30 s (τ2-
Wert) und ca. 2,5 min (τ3-Wert). Die beiden schnellen Komponenten (τ1 und τ2) haben den größten Anteil an der Gesamtkinetik mit jeweils ca. 40 %. Die langsamste Komponente (τ3) hat einen Anteil von nur ca. 20 % am Gesamtverlauf. Insgesamt ergibt sich aus den Komponenten 
eine berechnete apparente Zeitkonstante (τapp) von ungefähr 20-25 s. Die Übereinstimmung der Verläufe zwischen P394-Zerfall und D502-Regeneration spricht für einen direkten Übergang zwischen dem blauverschobenen Intermediat und dem Dunkelzustand. In 0 M NaCl lassen sich ebenfalls 3 zeitliche Komponenten für die jeweiligen Kinetiken ermitteln. Die schnellste Zeitkonstante ist vergleichbar zum τ1-Wert in 1 M NaCl. Sie hat sowohl für den P400-Zerfall als auch für die D538-Regeneration einen Wert von ca. 10 s, aber ihr Anteil an der Gesamtkinetik ist im Vergleich zu den Hochsalzbedingungen leicht reduziert auf ungefähr 25-30 %. Die τ2-Zeitkonstante liegt im P394-Zerfall bei einem Wert von ca. 1 min und in der Regenerationskinetik liegt er bei ca. 30 s mit jeweils einem Anteil an der Gesamtkinetik von 30-35 %. Sehr schwierig zu ermitteln ist der Wert der dritten Zeitkonstante. Im P394-Zerfall liegt der Mittelwert bei ca. 10 min, er weist allerdings eine extrem große Standardabweichung auf, weil wahrscheinlich mehr als eine Komponente darin enthalten sind. In der 
Regenerationskinetik ist der τ3-Wert ebenfalls erhöht im Vergleich zu den Hochsalzbedingungen auf ca. 3-3,5 min, wobei auch hier die Standardabweichung relativ groß ist. Der Anteil der langsamsten Komponente am Gesamtverlauf ist auf ungefähr 40 % erhöht. Dies resultiert in 
einer Erhöhung der apparenten Zeitkonstante (τapp) auf ungefähr 45-70 s in salzfreier Umgebung.   
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 Abb. 3.102 Absorptionsverläufe nach Belichtung in Abhängigkeit von der NaCl-Konzentration in Os-HKR-D314N. Vergleich der langsamen Photozykluskinetiken während der und in den ersten 12 min nach Belichtung (530 nm) in Os-HKR-D314N, Absorptionsverlauf bei 400 nm (Zerfall P400/P386, A) und Absorptionsverlauf bei 550 nm bzw. 480 nm (Regeneration des jeweiligen Dunkelzustandes, B) in 0 M, 0,1 M und 1 M NaCl. Die Mittelwerte der 
Zeitkonstanten der einzelnen Komponenten (τ1 und τ2) und die daraus errechnete apparente Zeitkonstante 
(τapp) mit Standardabweichungen für den Zerfall von P400/P386 (C) und die Regeneration des Dunkelzustandes (D) in 0 M und 1 M NaCl sind als Balkendiagramme dargestellt.  In den kinetischen Verläufen der Mutante Os-HKR-D314N lassen sich überwiegend zwei zeitliche Komponenten ermitteln (Abb. 3.102). In 1 M NaCl betragen diese 15-20 s im Fall des τ1-Wertes und 1-1,5 min für den τ2-Wert. Die schnellere Komponente hat einen deutlich höheren Anteil von ca. 70 % an der Gesamtkinetik. Der apparente τ-Wert beträgt sowohl für den P386-Zerfall als auch für die D503-Regeneration ungefähr 30 s. In salzfreier Umgebung besitzt die schnellere Komponente mit ca. 10-12 s einen vergleichbaren Wert wie in hohen Salzkonzentrationen. Ihr Anteil an der Gesamtkinetik ist allerdings drastisch reduziert auf ca. 10-15 %. Der Wert der zweiten Zeitkonstante (τ2) ist im Vergleich zu den Hochsalzmessungen deutlich erhöht auf ungefähr 4-4,5 min und ihr Anteil liegt bei 85-90 %. Dies resultiert demnach 
in einer deutlich gedrosselten apparenten Zeitkonstante (τapp), die in salzfreiem Puffer bei ca. 2,5-3 min liegt. Besonders für den τ2-Wert und den apparenten τapp-Wert der salzfreien Dunkelregeneration liegt eine große Standardabweichung vor, weswegen zusätzliche langsame Reaktionen vermutet werden, welche diese Zeitkonstanten beeinflussen.  
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Ob in den hier ausgewerteten Übergangskinetiken von D314N tatsächlich nur eine schnellere Komponente im Sekundenbereich existiert oder ob eine Separation in zwei Komponenten wie in E181N durch ihren geringen Anteil an der Gesamtreaktion nicht möglich ist, ist unklar. Es wurden für beide Mutanten jeweils nur die ersten 10 min nach dem Lichtimpuls in die Berechnung mit einbezogen, da die Dunkelregeneration in 1 M NaCl innerhalb dieses Zeitrahmens nahezu abgeschlossen ist. Somit sollte ein besserer direkter Vergleich erzielt werden. Bei Betrachtung der kinetischen Verläufe wird allerdings deutlich, dass mit sinkender Salzkonzentration die beim Zeitpunkt 10 min noch vorhandene Absorptionsdifferenz zum Ausgangsnullpunkt der Kinetik steigt. Das ist im Fall der D314N-Mutante (Abb. 3.102 A und B) noch stärker ausgeprägt als bei der E181N-Mutante (Abb. 3.101 A und B). In D314N ist selbst nach den gemessenen 40 min noch keine annähernde Dunkelregeneration erreicht, weswegen sie in dieser Mutante extrem gestört zu sein scheint. Es werden sehr langsame Prozesse in den Berechnungen nicht vollständig erfasst, die mit sinkendem Salzgehalt aber an Bedeutung für den Photozyklus gewinnen. Eine isolierte Berechnung dieser langsamen Komponente ist ebenfalls schwierig, da die Messdaten mit längerer zeitlicher Dauer stark an Qualität verlieren und großen Schwankungen unterliegen (Anhang Abb. 5.13). Wahrscheinlich fließt sie aber zum Teil in die späteren Prozesse und somit in die größeren Zeitkonstanten der hier dargestellten Kinetikausschnitte ein und führt dadurch zu ihrem hohen Wert und zu den großen Standardabweichungen. Demnach ist die Existenz einer weiteren, sehr langsamen Komponente wahrscheinlich, deren Anteil durch die Salzkonzentration gesteuert wird und der mit sinkendem Salzgehalt wächst. Auch während der Belichtungsphase kann man Unterschiede zwischen den Salzkonzentrationen erkennen (Abb. 3.101 A und B; Abb. 3.102 A und B). Bei beiden Mutanten wird während der einminütigen Belichtungsphase in hohen Salzkonzentrationen nahezu eine Sättigung der P394-Akkumulation (E181N) bzw. P386-Akkumulation (D314N) und des Dunkelzustands-Ausbleichens erreicht. In 0 M NaCl und moderater Salzkonzentration (0,1 M NaCl) steigt bzw. sinkt die jeweilige Kinektik langsamer und am Ende der Belichtungsphase kann kein Abschluss der Reaktion festgestellt werden. Die Existenz der schnellen Zeitkonstante für Zerfall der blauverschobenen Intermediate und Dunkelregeneration im Sekundenbereich könnte die weniger effiziente Anreicherung des blauverschobenen Zustandes nach Langzeitbelichtung in den stationären Spektren erklären. Somit könnte ein Teil der Moleküle zu Beginn der jeweiligen Messung wieder dunkeladaptiert vorliegen.  Tabelle 3.10: Zusammenfassung der gemittelten Zeitkonstanten aus den Kinetiken für die Dunkelzustandsregeneration und den Zerfall der blauverschobenen Intermediate der Mutanten Os-HKR-E181N und Os-HKR-D314N Mutante  Salzkonzen -tration Absorptions- zustand τ1 in min τ2 in min τ3 in min app.τ in min  Os-HKR-E181N 0 M NaCl P394 0,17 ± 0,04 1,05 ± 0,43 10,20 ± 9,08 1,32 ± 0,35 D538 0,09 ± 0,04 0,49 ± 0,28 3,18 ± 1,15 0,64 ± 0,14 1 M NaCl P400 0,13 ± 0,01 0,49 ± 0,06 2,41 ± 0,31 0,39 ± 0,02 D502 0,12 ± 0,02 0,51 ± 0,13 2,31 ± 0,27 0,37 ± 0,02  Os-HKR-D314N 0 M NaCl P400 0,18 ± 0,02 3,92 ± 0,56 --- 3,12 ± 0,36 D538 0,19 ± 0,04 4,55 ± 1,53 --- 2,73 ± 1,30 1 M NaCl P386 0,31 ± 0,05 1,47 ± 0,35 --- 0,47 ± 0,03 D503 0,26 ± 0,03 1,17 ± 0,20 --- 0,40 ± 0,03  
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3.5.7.2 Resonanz-Raman-Messungen der Mutanten Os-HKR-E181N und Os-HKR-D314N Um weitere Informationen über die veränderten Prozesse in den beiden Mutanten E181N und D314N von Os-HKR zu erhalten, wurden Resonanz-Raman-Messungen durchgeführt. Durch Messungen in verschiedenen Salzkonzentrationen sollte der Einfluss der Anionen auf die Chromophorkonfiguration untersucht werden. Zur Messung der Dunkelzustände wurden die Proben ohne Vorbelichtung auf die Messtemperatur von 80 K heruntergekühlt und bei Tieftemperaturen vermessen.  
 Abb. 3.103 RR-Messungen der NaCl-abhängigen Dunkelzustände in Os-HKR-E181N. Aufgetragen sind die RR-Spektren von D538 in 0 M NaCl (A), D525 in 0,1 M NaCl (B) und D502 in 1 M NaCl (C) für die Mutante Os-HKR-E181N. Die Messung in 0,1 M NaCl wurde in H2O und D2O durchgeführt. In Ausschnitt I sind die C=C- und C=N-Region des Spektrums vergrößert dargestellt.  Die Bandenmuster der RR-Spektren für die Mutante E181N unterscheiden sich erheblich in den verschiedenen Salzkonzentrationen (Abb. 3.103). Die für die Retinalkonfiguration charakteristische fingerprint-Region weist in salzfreier Umgebung (Abb. 3.103 A) Signale auf, die sowohl charakteristisch für eine all-trans-Konfiguration (Cyclohexen-Moden: 1136 cm-1, 1176 cm-1 und 1188 cm-1; C-C-Moden: 1197 cm-1, 1214 cm-1 und 1255 cm-1) als auch für eine 13-
cis-Konfiguration (1164 cm-1, 1183 cm-1 und 1197 cm-1) sind. Die Bande bei 1164 cm-1 könnte, wie schon im Os-HKR-Wildtyp, sowohl von der C10-C11-Mode des all-trans-Anteils als auch von der C14-C15-Mode des 13-cis-Anteils beeinflusst sein. Ebenso wird die Bande bei 1197 cm-1 von der C14-C15-Mode des all-trans-Anteils und von der C8-C9-Mode des 13-cis-Anteils gebildet. Das deutet auf eine Isomerenmischung aus all-trans-Retinal und 13-cis-Retinal im Dunkelzustand hin, wie es für den D505- und den D560-Zustand des Os-HKR-Wildtyps gezeigt werden 
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konnte (siehe Abschnitt 3.5.5.1). Im Wildtypprotein wird dieses Isomerengleichgewicht durch die Salzkonzentration nur wenig verändert. In der Mutante E181N ist ein deutlicher Einfluss auf die Verteilung der Bandensignale in der fingerprint-Region mit steigender Salzkonzentration zu sehen. In 0,1 M NaCl (Abb. 3.103 B) gewinnen besonders die Signale bei 1183 cm-1 und   1200 cm-1 an Intensität, was auf eine relative Zunahme des 13-cis-Anteils hindeuten könnte. In 1 M NaCl (Abb. 3.103 C) dominieren die 13-cis-spezifischen Signale bei 1164 cm-1, 1183 cm-1 und 1200 cm-1 die fingerprint-Region. Gleichzeitig kommt es zu einer Abnahme der all-trans-spezifischen Banden (1136 cm-1, 1176 cm-1, 1188 cm-1, 1214 cm-1 und 1255 cm-1). Daher könnte das Verhältnis der beiden Isomeren zueinander durch eine Änderung der Salzkonzentration verändert werden. In salzfreier bzw. salzarmer Umgebung scheint die all-trans-Form zu dominieren, während in hoher Salzkonzentration die Signale der 13-cis-Form, stärker hervortreten. Gegen einen stark überwiegenden Anteil von 13-cis-Retinal spricht allerdings die hohe Intensität der 1200 cm-1-Bande, welche für eine 13-cis-C8-C9-Mode ungewöhnlich wäre. Daher kann man eine ähnliche Gewichtung beider Isomeren in hoher Salzkonzentration vermuten. Darüber hinaus fällt die Verschiebung der intensiven C=C-Streckschwingungsbande auf, welche mit der Änderung des Absorptionsmaximums der salzabhängigen Dunkelzustände korreliert (Abb. 3.103 Ausschnitt I). Das C=C-Streckschwingungssignal liegt in 0 M NaCl bei 1530 cm-1 mit zwei hochfrequenten Schultern bei ca. 1536 cm-1 und 1546 cm-1 sowie einer niedrigfrequenten Schulter bei 1528 cm-1. In 1 M NaCl ist die Haupt-C=C-Bande nach 1543 cm-1 verschoben und es ist eine deutliche Schulter bei 1555 cm-1 zu beobachten. Zusätzlich ist ein Signal bei 1536 cm-1 als schwache niederfrequente Schulter vorhanden. Der C=C-Bereich in 0,1 M NaCl weist Banden auf, die sowohl im salzfreien Spektrum (1530 cm-1 und 1536 cm-1) als auch im Hochsalzspektrum (1543 cm-1 und 1555 cm-1) zu finden sind. Daher ist das C=C-Signal in moderater Salzkonzentration stark verbreitert und wenig definiert. Die C=N-Streckschwingungsbande ist in der salzfreien Probe sehr breit und könnte aus zwei Signalen bei ungefähr 1644 cm-1 und 1656 cm-1 zusammengesetzt sein. Dies würde in Übereinstimmung mit den Signalen der C=C-Streckschwingungsregion sowie mit der fingerprint-Analyse für die Existenz von zwei Retinalkonformationen in 0 M NaCl sprechen. Mit zunehmender Salzkonzentration kommt es zu einer Abnahme der Intensität der hochfrequenten 1656 cm-1-Bande. Daher ist diese wahrscheinlich dem all-trans-Anteil zuzuordnen, welcher vermutlich bei steigendem Salzgehalt weniger vertreten ist.  Ein H/D-Austausch wurde nur in 0,1 M NaCl vorgenommen. Es werden dabei Isotopeneffekte sichtbar, die schon im Zuge der Dunkelzustandsuntersuchungen des Os-HKR-Wildtyps beobachtet wurden. So kann durch das isotopeninduzierte Wegfallen der Kopplung zwischen der C=N-Streckschwingung und der N-H-ip-Biegeschwingung die Verschiebung der C=N-Bande(n) von 1647 cm-1/1656 cm-1 nach 1628 cm-1 beobachtet werden. Ein weiterer Effekt ist die Verschiebung der N-H-ip-Schaukelschwingung bei 1239 cm-1 zu niedrigen Frequenzen. Eine weitere N-H-ip-Mode könnte bei 1337 cm-1 liegen, da dieser Bereich ebenfalls durch Deuterierung an Intensität verliert. Sie könnte dem zweiten Retinalisomer oder chloridfreiem Proteinanteil (vide infra) zugeordnet werden, denn mit steigender Salzkonzentration nimmt die Intensität der Bande bei 1337 cm-1 ab unter gleichzeitiger Intensitätszunahme des Signals bei 1239 cm-1. Die H/D-induzierten Beobachtungen sind charakteristisch für Rhodopsine mit einer protonierten Schiff’schen Base. In der C=C-Streckschwingungsregion erscheint das Signal nach Deuterierung der RSB als distinktere Bande bei 1543 cm-1 mit einer deutlichen niedrigfrequenten Schulter bei 1530 cm-1. Sie deutet zusammen mit den großen H/D-induzierten Änderungen in der fingerprint-Region (Verschwinden der 1183 cm-1-Bande, Abnahme der 13-cis-spezifischen Signale) auf eine Änderung des Isomerenverhältnisses mit 
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einer Zunahme des all-trans- und einer Abnahme des 13-cis-Anteils hin. Die gleiche Beobachtung konnte schon während der Wildtyp-RR-Messungen gemacht werden. Die starken Änderungen nach H/D-Austausch im fingerprint-Bereich sind nicht mit gewöhnlich auftretenden H/D-induzierten Effekten von protonierten RSB einer C=N-syn-Konformation in Einklang zu bringen. Erwarten würde man beispielsweise eine Verschiebung der C14-C15-Mode (1164 cm-1) um +40-60 cm-1 durch das isotopeninduzierte Auflösen der in einer 13-cis-15-syn-Konformation starken Kopplung mit der C=N-H-rocking/Schaukelschwingung [115]. In einer C15=N-anti-Konformation hingegen sind normalerweise keine starken H/D-Effekte in der fingerprint-Region vorzufinden. Daher kann man, wie schon für den Wildtyp, keine abschließende Aussage über die C15=N-
syn/anti-Konformation des 13-cis-Anteils treffen. Der all-trans-Anteil hingegen liegt aufgrund seiner fehlenden H/D-Sensitivität im fingerprint-Bereich vermutlich in der C15=N-anti-Konformation vor. Eine weitere wichtige Feststellung lässt sich aus diesen Daten ziehen. Da die Probe in 0,1 M NaCl in allen bisher getätigten Messungen Eigenschaften und RR-Banden zeigt, die sowohl denen der salzfreien Probe als auch denen der Hochsalzprobe entsprechen, liegt hier wahrscheinlich eine Mischung aus einem Proteinanteil mit gebundenem Anion und einem anionfreiem Proteinanteil vor. Dies korreliert sowohl mit der Existenz der vielen verschiedenen Signalen der C=C-Region als auch mit den Absorptionseigenschaften im UV/Vis-Spektrum. Der Unterschied im Absorptionsmaximum der salzfreien Probe (D538) und der Hochsalzprobe (D502) hängt wahrscheinlich mit der zusätzlichen negativen Ladung durch das gebundene Anion in naher Umgebung der Schiff’schen Base zusammen, welches eine Blauverschiebung des Absorptionsspektrums zur Folge hat [84]. Demnach würde der salzfreie D538-Zustand (E181N) dem P/D560-Zustand des Wildtyps und der hochsalzspezifische chloridbindende D502-Zustand (E181NCl-) dem D505-Zustand des Wildtyps entsprechen. In 0,1 M NaCl muss demnach ein Teil der Probe aniongebunden (E181NCl-) und ein Teil anionfrei (E181N) vorliegen, wodurch es zu dem intermediären Absorptionsmaximum D525 kommt. In Übereinstimmung mit den Absorptionsänderungen können die vielen verschiedenen C=C-Streckschwingungssignale beobachtet werden, welche durch die Anionbindung sowie durch die verschiedenen Retinalisomere zustande kommen. Das erklärt auch die Existenz der beiden C=C-Banden nach H/D-Austausch trotz hauptsächlichem Vorliegen des Retinals in all-trans-Konfiguration. So kann die niederfrequente 1530 cm-1-Mode der salzfreien E181N-all-trans-Mode und die hochfrequente 1543 cm-1-Bande der chloridgebundenen E181NCl--all-trans-Mode zugeordnet werden. Eine genaue Zuordnung der weiteren einzelnen C=C-Banden zu den Chromophorkonfigurationen wird zusammen mit der Mutante D314N vorgenommen (vide 
infra).   
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 Abb. 3.104 RR-Messungen der NaCl-abhängigen Dunkelzustände in Os-HKR-D314N. Aufgetragen sind die RR-Spektren von D536 in 0 M NaCl (A), D530 in 0,1 M NaCl (B) und D503 in 1 M NaCl (C) für die Mutante Os-HKR-D314N. Die Messung in 0,1 M NaCl wurde in H2O und D2O durchgeführt. In Ausschnitt I sind die C=C- und C=N-Region des Spektrums vergrößert dargestellt.  In den salzabhängigen RR-Spektren der Dunkelzustände von Os-HKR-D314N (Abb. 3.104) lassen sich sehr ähnliche Beobachtungen machen. Die Banden der fingerprint- sowie der C=C-Region in 0 M NaCl stimmen weitgehend mit den Signalen der E181N-Mutante in salzfreier Umgebung überein, weswegen auch in D314N von einer Chromphormischung aus all-trans- und 13-cis-Retinal im salzfreien Dunkelzustand ausgegangen werden kann. Der C=N-Streckschwingungsbereich weist schwach definierte Banden bei ca. 1655 cm-1 und 1660 cm-1 auf. Im Unterschied zur Mutante E181N, ist bei D314N das Spektrum in 0,1 M NaCl (Abb. 3.104 B) dem salzfreien Spektrum nahezu identisch (Abb. 3.104 A). Es werden in moderater Salzkonzentration nur wenig zusätzliche salzspezifische Signale beobachtet, wie z.B. die schwache Schulter im C=C-Streckschwingungsbereich bei 1555 cm-1 und eine leichte Zunahme der fingerprint-Bande bei 1183 cm-1. In D314N nimmt das RR-Spektrum bei 1 M NaCl (Abb. 3.104 C) die Zwischenstellung ein, welche in E181N in 0,1 M NaCl gebildet wird, so dass hier selbst in hohen Salzkonzentrationen wahrscheinlich nur ein Teil der Proteinmoleküle ein gebundenes Anion aufweist. Ob es wie bei E181N zu einer salzabhängigen relativen Zunahme der 13-cis-spezifischen Signale im fingerprint-Bereich kommt, ist nicht eindeutig zu erkennen. Um darüber eine Aussage treffen zu können, müsste mit noch höheren Salzkonzentrationen eine vollständigere Anionbindung in der Probe induziert werden. Im C=C-Streckschwingungsbereich (Abb. 3.104 Ausschnitt I) liegen die C=C-Banden in salzfreier Umgebung bei ungefähr 1536 cm-1 mit einer niedrigfrequenten Schulter bei 1524 cm-1 und einer hochfrequenten Schulter bei 1549 cm-1. Die hochfrequenten, salzspezifischen Banden (1542 cm-1, 1555 cm-1) sind erst in 1 M NaCl deutlich ausgeprägt, wobei die in salzfreier Umgebung existierenden C=C-Banden (1524 cm-1, 1536 cm-1) auch in hohen Salzkonzentrationen noch vorhanden sind.  
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Die C=N-Region zeigt in 1 M NaCl keine hochfrequente Bande bei 1660 cm-1, dafür liegt die Hauptbande bei 1653 cm-1 und ist zu niedrigen Frequenzen (1633 cm-1) verbreitert. Die durch den H/D-Austausch induzierten Isotopeneffekte bei D314N in 0,1 M NaCl (Abb. 3.104 B) sind vergleichbar mit den in E181N beobachteten Auswirkungen (Verschiebung der N-H-ip-Bande(n) bei 1242 cm-1 und der C=N-Bande(n)) als Merkmal für die protonierte Schiff’sche Base in den Dunkelzuständen. Außerdem ist auch in D314N die H/D-induzierte Erhöhung des all-trans-Anteils und die starke Abnahme des 13-cis-Anteils in der Probe zu beobachten. Im fingerprint-Bereich sind die 13-cis-Banden nach H/D-Austausch nicht identifizierbar, so dass die all-trans-spezifischen fingerprint-Banden deutlich hervortreten (1164 cm-1, 1176 cm-1, 1197 cm-1 und 1214 cm-1). Für den all-trans-Anteil ist aufgrund seiner H/D-Insensitivität im fingerprint-Bereich eine C15=N-anti-Konformation wahrscheinlich. Aufgrund des Verschwindens der 13-cis-spezifischen fingerprint-Banden in D2O kann über die C15=N-Konformation des 13-cis-Anteils keine Aussage getroffen werden. Die C=C-Streckschwingungsbanden sind in beiden Mutanten an ähnlichen Positionen zu finden. Durch die Änderung ihrer Lage in Abhängigkeit von der Chloridbingungssituation im Protein und der Mischung aus all-trans- und 13-cis-Retinal, lassen sich jeder Mutante theoretisch 8 C=C-Schwingungsmoden zuordnen. Die Bande bei 1530 cm-1 in E181N entspricht wahrscheinlich der in-phase-Schwingung des chloridfreien all-trans-Anteils. Die dazugehörende 
out-of-phase-Schwingung liegt bei 1549 cm-1. Die chloridfreien 13-cis-Moden für E181N sind als 13-cis-in-phase-Mode bei 1536 cm-1 und als 13-cis-out-of-phase-Mode bei 1528 cm-1 zu beobachten. In D314N liegt bei ca. 1536 cm-1 sowohl die salzfreie all-trans- als auch die salzfreie 13-cis-in-phase-Mode, sie müssen stark überlappen, da sie nicht separat identifiziert werden können. Die jeweiligen out-of-phase-Moden liegen bei 1549 cm-1 für den all-trans-Anteil und bei 1524 cm-1 für den 13-cis-Anteil. In beiden Mutanten sollte die Bande bei 1555 cm-1 der 13-cis-in-
phase-Mode des anionbindenden Anteils (E181NCl- bzw. D314NCl-) entsprechen. In der Bande bei 1542 cm-1 sind wahrscheinlich verschiedene überlagerte Signale lokalisiert. In diesem Bereich könnte sowohl die 13-cis-out-of-phase-Moden von E181NCl- bzw. D314Ncl- liegen. Zusätzlich könnten die anionfreien all-trans-out-of-phase-Moden (jeweils bei 1549 cm-1) zu der hohen Signalintensität beitragen, da auch in den salzhaltigen Puffern noch Anteile anionfreier Proteinmoleküle vorhanden sind. Eine all-trans-in-phase- sowie eine all-trans-out-of-phase-Mode von E181NCl- bzw. D314NCl- sind nicht eindeutig nachzuweisen. Sollte diese Form existieren, könnte sie ebenfalls im Bereich der Bande bei 1542 cm-1 liegen und würde deshalb nicht als isolierte Bande erscheinen. Eine Quantifizierung der einzelnen Isomere auf Grundlage der C=C-Banden ist durch die Vielzahl an Signalen, durch die Isomerenmischung und die Chloridbindungssituation nicht zweifelsfrei durchführbar, weswegen hier darauf verzichtet wird. In der folgenden Tabelle sind die einzelnen C=C-Banden und, sofern möglich, ihre Zuordnungen aufgelistet.          
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E181N/D538 1530 all-trans-in-phase 1549 all-trans-out-of-phase 1536 13-cis-in-phase 1528 13-cis-out-of-phase 
E181NCl-/D502 ca. 1542 ??? all-trans-in-phase ??? all-trans-out-of-phase 1555 13-cis-in-phase ca. 1542 13-cis-out-of-phase 
D314N/D536 1536 all-trans-in-phase 1549 all-trans-out-of-phase 1536 13-cis-in-phase 1524 13-cis-out-of-phase 
D314NCl-/D503 ca. 1542 ??? all-trans-in-phase ??? all-trans-out-of-phase 1555 13-cis-in-phase ca. 1542 13-cis-out-of-phase  Um weitere Erkenntnisse über die Auswirkungen der Mutationen auf die Photzyklusprozesse zu erhalten, wurden salzabhängige RR-Spektren der lichtinduziert akkumulierten (LED 530 nm) blauverschobenen Zustände der Mutanten E181N und D314N bei Tieftemperaturen (80 K) aufgenommen. Im Vergleich zu den P400-Messungen des Os-HKR-Wildtypproteins fällt das relativ schlechte Signal-Rausch-Verhältnis der Mutanten-Spektren für den jeweiligen blauverschobenen Zustand auf. Das korreliert mit dem schlechten Umsatz während der Konversion des Dunkelzustandes in den langlebigen blauverschobenen Zustand, wie in der UV/Vis-Spektroskopie für beide Mutanten beobachtet (vide supra). Eine genaue Analyse besonders der charakteristischen fingerprint-Region ist dadurch erschwert.    
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 Abb. 3.105 RR-Messungen der blauverschobenen Zustände in Os-HKR-E181N in Abhängigkeit von der NaCl-Konzentration. Aufgetragen sind die RR-Spektren der P394-Zustände (80 K, 413 nm, 1 mW) in 0 M NaCl (A), in 0,1 M NaCl (B) und in 1 M NaCl (C) für die Mutante Os-HKR-E181N. Die Messung in 0,1 M NaCl wurde in H2O und D2O durchgeführt. Das Inset zeigt die fingerprint-Region des Os-HKR-Wildtyps in 0,1 M NaCl. In Ausschnitt I ist die C=C-Region des Spektrums vergrößert dargestellt.  Bei einem direkten Vergleich der fingerprint-Banden von Os-HKR-E181N in 0,1 M NaCl (Abb. 3.105 B) kann man dennoch eine große Übereinstimmung zwischen dem P400-Spektrum des Wildtypproteins (Abb. 3.105 Inset) und dem P394 der Mutante E181N jeweils bei Tieftemperaturen erkennen. So deuten besonders die Signale bei 1203 cm-1 und 1213 cm-1 auf einen erheblichen Anteil an all-trans-Retinal und die Bande bei 1181 cm-1 auf die Anwesenheit von 13-cis-Retinal im blauverschobenen Zustand von E181N hin. Aussagen über ein Verhältnis zwischen den beiden Isomeren zu treffen ist aufgrund der Datenqualität schwierig. Das Fehlen von spektralen Verschiebungen nach dem H/D-Austausch auf das gesamte Spektrum, lässt auf eine deprotonierte Schiff’sche Base schließen. Aufgrund der starken Blauverschiebung des Absorptionsspektrums entspricht das den Erwartungen und stimmt ebenfalls mit dem Wildtyp überein. Das Bandenmuster in 0 M NaCl ist dem in 0,1 M NaCl über die gesamte Breite des Spektrums sehr ähnlich. Das Hauptsignal der C=C-Streckschwingungsbande liegt in beiden Salzkonzentrationen bei 1569 cm-1 mit schwachen Schultern bei 1551 cm-1 und 1585 cm-1. Hierbei könnte es sich um die jeweiligen out-of-phase-Schwingungen des 13-cis-Anteils (1551 cm-1) bzw. des all-trans-Anteils (1585 cm-1) handeln. Allerdings fällt in 0,1 M NaCl eine zusätzliche hochfrequente Schulter bei 1573 cm-1 auf, die in 0 M NaCl nicht vorhanden ist, was auf die schon in den Dunkelspektren identifizierte anteilige Chlorid-Bindung des Proteins zurückzuführen ist. Unter Erhöhung der Salzkonzentration auf 1 M NaCl werden die Änderungen, besonders bezüglich der C=C-Streckschwingungsregion deutlicher.  
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Das Haupt-C=C-Signal ist nach 1573 cm-1 verschoben. Das „salzfreie“ C=C-Signal bei 1569 cm-1 besteht ebenfalls als deutliche Schulter. Es findet eine Abschwächung der mutmaßlichen 13-cis-
out-of-phase-Mode bei 1551 cm-1 und eine leichte Verschiebung der all-trans-out-of-phase-Mode nach 1587 cm-1 statt. Korrelierend dazu ist in der fingerprint-Region eine leichte Erhöhung der all-trans-spezifischen Signale bei 1213 cm-1 und 1176 cm-1 zu beobachten. Das könnte bedeuten, dass eine Verschiebung des Isomerenverhältnisses zu all-trans-Retinal unter Erhöhung der Salzkonzentration stattfindet. Diese Änderung müsste aber mit qualitativ verbesserten Messungen verifiziert werden. Im Unterschied zum Wildtypprotein existieren demnach in der E181N-Mutante deutliche chloridabhängige Unterschiede im RR-Spektrum der deprotonierten Spezies, welche vermutlich durch die Anionbindung im Protein hervorgerufen werden. Die Auswirkungen sind mit einer Verschiebung der C=C-Bande um +4 cm-1 unter salzhaltigen Bedingungen relativ klein, so dass sie im Absorptionsspektrum nur als geringe Abweichung in der Feinstruktur des E181N-P394-Zustandes zu erkennen sind. Auffällig ist, dass die Moden aus dem chloridfreien Spektrum in E181N-P394 in 1 M NaCl noch verstärkt vertreten sind. Im Gegensatz dazu sind im E181N-D502-Dunkelzustandsspektrum in 1 M NaCl (Abb. 3.103 C) die salzfreien Banden nur ansatzweise zu erkennen, was auf eine überwiegende Chlorid-Bindung des E181N-Proteins in der hohen Salzkonzentration hindeutet. Das könnte darauf hindeuten, dass Änderungen durch die Chlorid-Bindung induziert werden, durch welche eine Konvertierung zum langlebigen P394 gehemmt wird. Eine weitere mögliche Erklärung hierfür wäre der beschleunigte Zerfall der Chlorid-bindenden Komponente(n). Die Kinetikmessungen zeigten, dass der Anteil einer schnellen Komponente mit Zerfalls-Konstanten im Sekunden-Bereich unter hohen Salzkonzentrationen deutlich erhöht ist (Abb. 3.101). Dadurch könnte dieser während der Prozedur des Einfrierens der Probe bereits anteilig zerfallen sein.  
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 Abb. 3.106 RR-Messungen der blauverschobenen Zustände in Os-HKR-D314N in Abhängigkeit von der NaCl-Konzentration. Aufgetragen sind die RR-Spektren (80 K, 413 nm, 1 mW) der salzabhängigen blauverschobenen Zustände P400 in 0 M NaCl (A) und in 0,1 M NaCl (B) sowie P386 in 1 M NaCl (C) für die Mutante Os-HKR-D314N. Die Messung in 0,1 M NaCl wurde in H2O und D2O durchgeführt. In Ausschnitt I ist die C=C-Region des Spektrums vergrößert dargestellt.  Die RR-Spektren des blauverschobenen Zustandes der Mutante D314N zeigen in 0 M und 0,1 M NaCl (Abb. 3.106 A und B) sehr ähnliche Eigenschaften wie die Spektren von E181N in salzfreier Umgebung. Die fehlende H/D-Sensitivität des P400-Spektrums ist auch in D314N ein Zeichen für die deprotonierte Schiff’sche Base. Wie in E181N sind im fingerprint-Bereich von D314N charakteristische Banden sowohl der all-trans- als auch der 13-cis-Konfiguration des Retinals zu finden. Im C=C-Bereich liegt das Hauptsignal bei 1567 cm-1 (0 M NaCl) bzw.   1568 cm-1 (0,1 M NaCl) mit einer niedrigfrequenten (1551 cm-1) und einer hochfrequenten (1585 cm-1) Nebenbande, die wahrscheinlich die 13-cis-out-of-phase-Mode und die all-trans-out-
of-phase-Mode repräsentieren. Unter Hochsalzbedingungen in 1 M NaCl (Abb. 3.106 C) ist in der 
fingerprint-Region von P386 eine Erhöhung der all-trans-charakteristischen Signale bei 1176 cm-1, 1200 cm-1 sowie 1213 cm-1 angedeutet. Auch hier ist die Qualität der Daten zu schlecht, um ein Verhältnis zweifelsfrei bestimmen zu können. Die C=C-Bande ist in 1 M NaCl extrem verbreitert und weist sowohl das in salzfreien Bedingungen dominierende 1567 cm-1-Signal als auch eine starke hochfrequente Bande bei 1578 cm-1 auf, die ansatzweise auch in 0,1 M NaCl zu identifizieren ist. Die salzinduzierte Verschiebung der C=C-Bande ist in D314N mit +10 cm-1 stärker ausgeprägt als in E181N, was sich auch im Absorptionsspektrum des blauverschobenen Zustands mit einer Verschiebung des Maximums um -14 nm (von 400 nm nach 386 nm) niederschlägt [84]. Sie ist wahrscheinlich eine Folge der zusätzlichen negativen Ladung des im Protein unter 1 M NaCl gebundenen Anions.  
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Aufgrund der in den Dunkelzustandsspektren festgestellten nur anteiligen Chlorid-Bindung auch in 1 M NaCl, ist die ausgeprägte Breite der C=C-Bande eine Folge der Koexistenz der 1567 cm-1-Bande des anionfreien P400-Zustandes von D314N und der 1578 cm-1-Bande des aniongebundenen P386-Zustandes von D314NCl-. Die C=C-Banden lassen sich folgendermaßen zuordnen: Bei 1569 cm-1 (E181N) bzw. 1567 cm-1 (D314N) liegen die all-trans-in-phase-Moden des salzfreien Probenanteils, die in D314N wahrscheinlich weitgehend mit der 13-cis-in-phase-Mode überschneidet. In E181N könnte die schwache Schulter bei 1576 cm-1 die 13-cis-in-phase-Mode repräsentieren. Bei 1585 cm-1 liegen die all-trans-out-of-phase-Moden des salzfreien Anteils, während bei 1551 cm-1 die 13-cis-out-of-






1569 all-trans-in-phase 1585 all-trans-out-of-phase 1576 13-cis-in-phase 1551 13-cis-out-of-phase 
 
E181NCl-/P394 
1573 all-trans-in-phase 1587 all-trans-out-of-phase ??? 13-cis-in-phase ??? 13-cis-out-of-phase 
 
D314N/P400 
1567 all-trans-in-phase 1585 all-trans-out-of-phase ca. 1567 13-cis-in-phase 1551 13-cis-out-of-phase 
 
D314NCl-/P386 
1578 all-trans-in-phase 1590 all-trans-out-of-phase ??? 13-cis-in-phase ??? 13-cis-out-of-phase  Als wichtige Erkenntnis aus diesen Untersuchungen kann man die direkten Chlorid-induzierten Effekte auf die deprotonierten Zustände in den Mutanten nennen. Sie deuten darauf hin, dass in beiden Mutanten deprotonierte Zustände mit gebundenen Clorid-Ionen existieren. Im Wildtypprotein zeigte sich der P400-Zustand hingegen unabhängig von der Salzkonzentration in der Umgebung, was einen „chloridfreien“ P400-Zustand im WT nahelegte.    
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3.5.7.3 FT-IR-Spektroskopie an Os-HKR-E181N und Os-HKR-D314N Um weitere Informationen über die mutationsbedingten Änderungen der lichtinduzierten Abläufe in Os-HKR-E181N und Os-HKR-D314N zu erhalten, wurden FT-IR-spektroskopische Untersuchungen der Mutanten durchgeführt. Hierbei wurden die Differenzspektren der Dunkelzustände (negative Signale) und der lichtinduziert (530 nm LED) erzeugten blauverschobenen deprotonierten Zustände (positive Signale) gebildet. Da die FT-IR-Spektren der beiden Mutanten in moderater Salzkonzentration aufgenommen wurden, kommt es zu den beschriebenen Mischsituationen innerhalb der Proben bezüglich der Chloridbindung (siehe Abschnitt 3.5.6). Aufgrund der Tatsache, dass besonders in der Mutante D314N unter der gegebenen Salzkonzentration der größte Teil der Proteinmoleküle chloridfrei vermutet wird und auch in E181N in 0,1 M NaCl nur ein Anteil der Probe chloridgebunden als E181NCl- vorliegt, wird der direkte Vergleich mit dem FT-IR-Spektrum des Os-HKR-WT-Proteins in salzfreier Umgebung (D560-nach-P400-Übergang) vorgenommen.  
 Abb. 3.107 FT-IR-Differenzspektren der Mutanten Os-HKR-E181N und Os-HKR-D314N. Aufgetragen sind die FT-IR-Differenzspektren der Mutanten Os-HKR-E181N (P394 minus D5252; A) und Os-HKR-D314N (P400 minus D530; C) in 0,1 M NaCl. Signale zeigen die Änderungen während des Überganges aus dem Dunkelzustand in den blauverschobenen Zustand in H2O (schwarze Linie) und D2O (rote Linie). Zum Vergleich ist das FT-IR-Differenzspektrum (D560-nach-P400-Übergang) des Os-HKR-WT in 0 M NaCl aufgeführt (B). 
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Os-HKR-E181N  Für die Mutante E181N wurde der Übergang von D525 nach P394 aufgenommen (Abb. 3.107 A). Im fingerprint-Bereich des Spektrums sind die C-C-Banden als negative Signale des Dunkelzustandes bei 1162 cm-1, bei 1181 cm-1 und 1199 cm-1 zu beobachten, da die Retinalbanden beim Übergang in den deprotonierten Zustand (P394) stark an Intensität verlieren. Des Weiteren lassen sich die negativen Signale bei 1238 cm-1 und 1247 cm-1 den N-H-
ip-Schaukelschwingungen zuordnen, die im Zuge der Deprotonierung der Schiff’schen Base verschwinden. Wie schon in den RR-Spektren deuten die N-H-ip-Doppelbande und die C-C-Banden in der fingerprint-Region auf eine Mischung von all-trans- und 13-cis-Retinal im Dunkelzustand bei 0,1 M NaCl hin. Das negative Signal des C=C-Bereichs ist stark verbreitert und weist die in den RR-Untersuchungen beobachteten C=C-out-of-phase-Moden des D525-Dunkelzustandes auf. Es können die all-trans-out-of-phase-Mode des chloridfreien Anteils bei 1549 cm1, die 13-cis-out-of-phase-Mode des chloridfreien Anteils bei 1524 cm1 von E181N sowie die 13-cis-out-of-phase-Mode des chloridbindenden Proteinanteils bei 1541 cm-1 von E181NCl- zugeordnet werden. Eine all-trans-Mode des chloridgebundenen Probenanteils kann wie schon in den RR-Spektren nicht separat identifiziert werden. Die Vielzahl der C=C-Banden spiegelt demnach die Heterogenität des E181N-Dunkelzustandes in 0,1 M NaCl bezüglich Retinal-konfiguration und Chloridbindung wider. In D2O sind deutliche Änderungen zu erkennen, die einerseits direkt durch den N-H/N-D-Austausch an der Schiff’schen Base begründet sind, wie das Verschieben der N-D-ip-Schaukelschwingungen. Zusätzlich deuten Beobachtungen auf eine H/D-induzierte Erhöhung des all-trans-Anteils in der Probe hin, wie die Zunahme der Bande bei 1134 cm-1, bei 1255 cm-1 und die Verschiebung der Haupt-C=C-Bande nach 1547 cm-1, welche aus einer Kombination der all-trans-out-of-phase-Mode von E181N (chloridfrei) und der all-
trans-out-of-phase-Mode von E181NCl- zusammengesetzt sein könnte. Die 13-cis-C=C-Moden sind nach H/D-Austausch nicht mehr zu erkennen. Im Amid I-Bereich des Spektrums liegt ein positives Signal mit hoher Intensität bei 1646 cm-1 sowie ein negatives Signal bei 1658 cm-1, welches mit der C=N-Bande (1656 cm-1 in den RR-Spektren) überlagert ist, vergleichbar dem Os-HKR-Wildtyp beim Übergang in den P400-Zustand. Die zweite C=N-Mode (1646 cm-1 in den RR-Spektren) wird vermutlich durch das positive Amid I-Signal überlagert. Ein weiteres positives Signal ist bei 1613 cm-1 zu beobachten, dass der positiven Bande bei 1615 cm-1 des D505-nach-P400-Überganges in 1 M NaCl (vgl. Abb. 3.96 A) sehr ähnlich ist. Es fehlt das im Wildtyp beobachtete positive 1631 cm-1-Signal und es findet eine Verschiebung der Bande bei 1666 cm-1 (D505-nach-P400) bzw. 1668 cm-1 (D560 nach P400) nach 1671 cm-1 in E181N statt. Die Intensität der Bande ist geringer als in den Wildtypspektren, in denen das Signal mit sinkendem Salzgehalt an Intensität verliert. In der C=O-Region ist vergleichbar zum Wildtypspektrum in 0 M NaCl (1734(+)/1741(-) cm-1) ein Differenzbandenpaar bei 1732(+)/1739(-) cm-1 zu erkennen. Nach H/D-Austausch werden die darin enthaltenen Signale voneinander separiert in das Differenzbandenpaar 1724(+)/1732(-) cm-1 (1725(+)/1733(-) cm-1 im WT) und das positive Signal bei 1718 cm-1. Unklar ist die Existenz eines möglichen weiteren Differenzbandenpaares, dass nach H/D-Austausch bei 1735(+)/1738(-) cm-1 sichtbar wird. Es ist nicht eindeutig ersichtlich, ob es sich hierbei um ein echtes Signal oder um Reste von nicht deuterierter Probe handelt. Nicht identifizierbar ist das im Wildtyp beobachtete Differenzbandensignal bei      1701(-)/1714(+) cm-1, welches chloridabhängig an Intensität gewinnt. Dieses könnte durch das starke Signal bei 1702(+) cm-1 in E181N überlagert sein, welches möglicherweise aus der Amidgruppe des eingeführten Asparagins resultiert.   
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Os-HKR-D314N  Im Fall der zweiten untersuchten Mutante D314N sind ebenfalls die Änderungen für den Übergang vom D530-Dunkelzustand in den P400-Zustand in 0,1 M NaCl aufgetragen (Abb. 3.107 C). Es sind die spezifischen Retinal-Banden des protonierten D530-Zustandes als negative Signale zu erkennen. Dazu gehören die negativen C-C-Signale bei 1163 cm-1, 1181 cm-1 und 1198 cm-1, das breite N-H-ip-Signal bei 1243 cm-1 im fingerprint-Bereich sowie die C=C-
Signale bei 1524 cm-1 und 1549 cm-1 mit einer schwachen Schulter bei 1541 cm-1. Die Signale deuten auf eine Mischung aus 13-cis- und all-trans-Retinal in D314N-D530 hin, welche bisher in allen Dunkelzuständen von Os-HKR gefunden wurde. Den C=C-Banden-Bereich dominieren die 13-cis-out-of-phase-Mode des chloridfreien Proteinanteils (1524 cm-1) und die all-trans-out-of-
phase-Mode (1549 cm-1) des chloridfreien Anteils von D314N, die auch in den RR-Spektren identifiziert wurden. Die 13-cis-out-of-phase-Mode des chloridbindenden D314NCl- ist nur als schwache Schulter vertreten und bestätigt den geringen Anteil von D314Ncl- in 0,1 M NaCl. Nach H/D-Austausch wird die Zunahme des all-trans-Anteils im D530-Dunkelzustand im fingerprint-Bereich durch erhöhte Intensität der all-trans-charakteristischen Cyclohexen-Signale bei 1134 cm-1 und 1256 cm-1, durch verminderte Intensität des 13-cis-spezifischen C-C-Signals bei 1181 cm-1 und durch das Verschwinden der 13-cis-out-of-phase-Mode (1524 cm-1, 1541 cm-1) im C=C-Bereich verdeutlicht. Die Differenzsignale im Amid I-Bereich sind durch die Mutation D314N stärker beeinträchtigt als in der E181N-Mutante. Es sind keine deutlichen positiven Signale bei 1646 cm-1 und 1668 cm-1 im Zuge der Bildung des P394-Zustandes zu beobachten. Auch die negative Bande bei 1657 cm-1 wird insbesondere von der C=N(+)-H-Streckschwingung beeinflusst (1655 cm-1 im RR-Spektrum), welche nach H/D-Austausch nach ca. 1628 cm-1 (1628 cm-1 im RR-Spektrum) verschoben wird. Größer als bei E181N sind auch die mutations-bedingten Einflüsse auf die Signale im C=O-Bereich (Abb. 3.107 Ausschnitt I) bei D314N im Vergleich zum Wildtyp. Es ist ein deutliches Differenzbandenpaar 1736(-)/1744(+) cm-1 zu erkennen, welches nach H/D-Austausch in das Differenzbandenpaar 1727(-)/1734(+) cm-1 und ein positives Signal bei 1742 cm-1 separiert wird. Das Differenzbandenpaar könnte den Signalen des Wildtyps bei 1734(-)/1741(+) cm-1 (1725(+)/1733(-) cm-1 in D2O) entsprechen, es weist aber eine im Vergleich zum Wildtyp umgekehrte Orientierung auf. Ebenso vorhanden ist schwach ausgeprägt das Differenzbandenpaar bei 1700(-)/1713(+) cm-1, welches H/D-induziert nach ca. 1698(-)/1710(+) cm-1 verschoben wird. Nicht zu beobachten ist das positive Signal bei 1736 cm-1, welches in D2O nach 1718 cm-1 verschoben erscheint.  Die Änderungen im C=O-Bereich sollen Aufschluss bringen über die Rolle der in den Mutanten ausgetauschten Aminosäuren bezüglich ihres Protonierungszustandes und einer möglichen Gegenionfunktion/Protonakzeptorfunktion für die RSB im Os-HKR-Wildtyp. Durch die Vielzahl an Signalen ist eine eindeutige Identifizierung aller beteiligten Moden und eine Zuordnung stark erschwert. Daher kann die nachfolgende Analyse nur als vorläufige Interpretation betrachtet werden. Es sind nach Analyse der FT-IR-Daten vermutlich mindestens vier Aminosäuren mit freien Carboxyl-Gruppen an den stattfindenden Reaktionen beteiligt. Dabei spielen beim Übergang in den P400-Zustand die beobachteten Differenzbandenpaare 1701(-)/1714(+) cm-1 (1695(-)/1710(+) cm-1 in D2O) und 1734(+)/1741(-) cm-1 (1725(+)/1733(-) cm-1 in D2O) als Reorientierungsreaktionen eine Rolle. Im Folgenden wird das Differenzbandenpaar             1701(-)/1714(+) cm-1 (1695(-)/1710(+) cm-1 in D2O) als Gruppe A und das Differenz-bandenpaar 1734(+)/1741(-) cm-1 (1725(+)/1733(-) cm-1 in D2O) als Gruppe B bezeichnet. Zusätzlich ist in dem negativen Signal bei ca. 1741 cm-1 (1740 cm-1 in D2O) eine mögliche Deprotonierungsreaktion überlagert und wird als Gruppe C bezeichnet. Die Bande bei 1736(+) cm-1 (1718(+) cm-1 in D2O) wird im Folgenden als mögliche Protonierungsreaktion im Zuge der Deprotonierung der Schiff’schen Base postuliert und wird als Gruppe D definiert.  
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Somit könnte Gruppe D die Rolle des Protonakzeptors für das Proton der Schiff’schen Base übernehmen. Durch das Fehlen des 1736(+) cm-1-Signals in der Mutante D314N könnte die Aminosäure D314 die Gruppe D bilden, welche im Strukturmodell in Helix G in unmittelbarer Nähe der RSB positioniert ist, äquivalent zum D212 in Bakteriorhodopsin. In Bakteriorhodopsin wurde die Aminosäure D85 als der primäre Protonakzeptor identifiziert mit einer entsprechenden Bande im FT-IR-Spektrum bei 1761 cm-1 [103], [305]. Das positive Signal in Abbildung 3.107 C bei 1744 cm-1 (1742 cm-1 in D2O) stellt vermutlich die Protonierungsreaktion des alternativen Protonakzeptors in D314N dar. Da diese Rolle wahrscheinlich von dem verbleibenden Schiffbasen-nahen E181 übernommen wird, kann die Mode dem protonierten E181 zugeordnet werden. Das negative Signal der Gruppe C, welches mit dem Differenzsignal bei    1734(+)/1741(-) cm-1 überschneidet und in D2O nach 1740 cm-1 verschoben ist, könnte demnach eine Deprotonierungsreaktion der funktionellen Gruppe von E181 darstellen, die im Prozess des Überganges in den deprotonierten Zustand stattfindet. Gruppe A ist in der Mutante E181N von der deutlichen positiven Bande bei 1702 cm-1 überlagert und ist in D314N und unter salzfreien Bedingungen nur schwach ausgeprägt. Dies könnte darauf hindeuten, dass eine weitere Aminosäure an einer Reorientierung beteiligt ist. Da die Differenzbanden mit steigendem Chloridgehalt beim Übergang vom chloridabhängigen D505- in den chloridfreien P400-Zustand, stark an Intensität gewinnen, könnte sie noch mit einem weiteren chloridabhängigen Signal überschneiden, auf das in der Diskussion erweitert eingegangen wird. Die hauptsächlich in Verbindung mit dem P/D560-Zustand auftretende Reorientierung der Gruppe B ist sowohl in der Mutante E181N als auch in der Mutante D314N erhalten. Demnach muss Gruppe B von einer weiteren Aminosäure mit freier Carboxyl-Gruppe gebildet sein. Infrage kommen würde hier beispielsweise das D219, welches in Helix D an analoger Position zum D115 in Bakteriorhodopsin liegt. Diese Umorientierung ist besonders unter Beteiligung des P/D560-Zustandes zu beobachten, welcher der chloridfreie Zustand zu sein scheint, in dem eine Wiedereinlagerung des Chlorids in das Protein und so ein Übergang in den D505-Zustand ermöglicht wird. Die postulierte Zuordnung von D115 zu Gruppe B beruht hier allerdings ausschließlich auf ihrer putativen Positionierung im Strukturmodell und müsste über eine weitere Mutationsanalyse bewiesen werden. Zusätzlich ist wahrscheinlich die S-H-Gruppe mindestens eines Cysteins an den chloridabhängigen Reaktionen im Os-HKR-Photozyklus beteiligt. Sie könnte ebenfalls einen Einfluss auf die korrekte Positionierung/Bindung des Chlorids im Protein haben. Deutlich wird auch, dass die Existenz beider im Rahmen dieser Arbeit ausgetauschten Aminosäuren E181 und D314 für den Ablauf der gesamten Os-HKR-Photozyklusreaktionen obligatorisch ist. Eine Schwierigkeit für die Zuordnung der Aminosäuren und deren Reaktionen ergibt sich aus der Tatsache, dass die FT-IR-Messungen der Mutanten in 0,1 M NaCl durchgeführt wurden, in welchem die schon aufgeführten Mischsituationen bezüglich der Chloridbindung herrschen. Daher kommt es bei den Messungen parallel zum Ablauf des Photozyklus der chloridfreien Probe und des Photozyklus der chloridbindenden Probe. Wenn es hierbei Chlorid-induzierte Unterschiede bezüglich des Protonierungszustandes von Aminosäuren bzw. deren räumlicher Orientierung gäbe, kann das in diesen Messungen nicht bestimmt werden. Dementsprechend sind FT-IR-Messungen in salzfreien sowie Hochsalzbedingungen auch für die Mutanten erforderlich.    
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3.5.8 Vergleich der spektroskopischen Merkmale von Os-HKR mit 
einem Histidinkinase-Rhodopsin aus Micromonas pusilla Zum Vergleich der spektroskopischen Eigenschaften von Os-HKR wurde ein verwandtes Histidinkinase-Rhodopsin aus der ebenfalls zum marinen Picoplankton (Klasse der 
Prasinophyceae) gehörenden einzelligen Picoalge Micromonas pusilla (Mp-HKR) herangezogen [307]. Die Rhodopsin-Domäne von Mp-HKR wurde ebenfalls heterolog in P. pastoris exprimiert, aufgereinigt und UV/Vis-spektroskopisch untersucht. Die grundlegenden absorptions-spektroskopischen Merkmale der beiden verwandten Rhodopsindomänen wurden einander gegenübergestellt.   
 Abb. 3.108 Vergleich der Absorptionsspektren von Os-HKR mit Mp-HKR aus Micromonas pusilla. Absorptionsspektren von Mp-HKR nach 550 nm-Belichtung und Dunkeladaptation (A), Konvertierung zwischen den langlebigen Mp-HKR-Absorptionszuständen mit langwelligem (550 nm LED) und kurzwelligem (380 nm LED) Licht (B). Vergleich des Mp-HKR-558 nm-Zustandes mit Os-HKR-D560 (C) und des Mp-HKR-P400-Zustandes mit Os-HKR-P400 (D). Alle Mp-HKR-Spektren wurden in 0,5 M NaCl (pH 7,8), und alle hier zum Vergleich gezeigten Os-HKR-Spektren in 0 M NaCl (pH 7,8) aufgenommen.  Die Rhodopsin-Domäne von Mp-HKR zeigt Absorptionsspektren mit Maxima im Bereich zwischen 380 nm und 600 nm, so dass von einer erfolgreichen Bindung des Retinals im Protein ausgegangen werden kann. Das schlechtere Verhältnis der Absorptionsintensität des Peaks der aromatischen Aminosäuren (280 nm) zum Chromophor-Peak, sowie die erhöhte Streuung im kurzwelligen Bereich (zwischen 300 und 350 nm) lassen im Vergleich zum rekombinanten Os-HKR eine geringere Probenqualität hinsichtlich des Reinheitsgrades vermuten.   
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Nach langer Dunkeladaptationsphase sind in Mp-HKR zwei lokale Absorptionsmaxima sichtbar, eines bei ca. 396 nm (P400) und eines bei ca. 558 nm (P558; Abb. 3.108 A, B). Nach langwelliger Belichtung kann der blauverschobene P400-Zustand angereichert werden, und es kommt zu einem fast vollständigen Ausbleichen des P558-Zustandes. In der Dunkeladaptation ist ein sehr langsamer Zerfall des P400-Zustandes und Übergang in den P558-Zustand zu erkennen (Abb. 3.108 A). In der Folge wird keiner der beiden Zustände ausschließlich populiert, sondern es besteht eine Koexistenz des blauverschobenen und des P558-Zustandes. Der Mp-HKR-P400-Zustand kann mit kurzwelligem Licht (380 nm) ebenfalls ausgeblichen werden und in den P558-Zustand überführt werden. Es wird aber deutlich, dass eine erhebliche Restabsorption auch nach 
langer Belichtung (≥ 1 min) bei 400 nm bestehen bleibt. Es ist also ein lichtinduziertes Schalten zwischen den beiden langlebigen Zuständen P400 und P558 in Mp-HKR möglich. Der verwandte Lebensraum der Ursprungsorganismen (marines Picoplankton), ihre Zugehörigkeit zu den 
Prasinophyceae sowie der gleichartige modulare Aufbau des Gesamtproteins von Mp-HKR und Os-HKR legen einen Vergleich der spektroskopischen Eigenschaften der beiden Rhodopsindomänen nahe (Abb. 3.108 C und D). Hierbei fällt auf, dass der P558 von Mp-HKR und der salzfreie D560 in Os-HKR sehr ähnliche Absorptionsspektren besitzen. Die leichte Verschiebung des Absorptionsmaximums in Mp-HKR um -2 nm ist wahrscheinlich auf die erhöhte Streuung bzw. Restabsorption der Probe im kurzwelligen Bereich zurückzuführen, die im Os-HKR bedeutend geringer ist (Abb. 3.108 C). Die P400-Zustände der beiden Proteine gleichen sich sehr prägnant hinsichtlich der Lage des Absorptionsmaximums (396 nm) und der Feinstrukturmerkmale (Abb. 3.108 D). Auffällig ist, dass die Salzkonzentration von 0,5 M NaCl der Umgebung in Mp-HKR keine Bildung eines Os-HKR-ähnlichen chloridabhängigen D505-Zustandes induziert. Beide Proteine lassen sich zwischen den beiden langlebigen Absorptionszuständen lichtabhängig hin und her schalten. In Os-HKR lässt sich allerdings ein Teil des D560-Dunkelzustandes nicht in den langlebigen P400-Zustand konvertieren. Nach Belichtungsende kommt es zur vollständigen Regeneration des D560-Zustandes durch Zerfall des P400. In Mp-HKR lässt sich hingegen ein Teil des P400-Zustandes nicht in den P558-Zustand überführen. Die Festlegung auf einen der beiden Absorptionszustände als Dunkelzustand ist hier schwierig, da keine eindeutige Dunkelregeneration stattfindet. In der Dunkeladaptationsphase wird eher ein Gleichgewicht zwischen den beiden langlebigen Mp-HKR-Zuständen ausgebildet. Um den ursprünglichen Dunkelzustand in diesem bistabilen System zu erfahren, müsste eine Expression und Präparation des Proteins unter Ausschluss von Tageslicht unter schwachem Rotlicht durchgeführt werden (vgl. Cr-HKR1). Es ist kein Unterschied der Absorptionsspektren in Mp-HKR festzustellen, wenn die Salzkonzentration zwischen 0,1 M NaCl und 0,5 M NaCl variiert wird (Anhang Abb. 5.15). Allerdings verbessert sich die Qualität des aufgereinigten Proteins mit Erhöhung der Salzkonzentration, was an dem verringerten 280 nm-Peak im Verhältnis zum Chromophor-Peak zu erkennen ist. Eine Chloridbindung mit Einfluss auf die Absorptionseigenschaften des Proteins, wie es in Os-HKR der Fall ist, kann für Mp-HKR nicht festgestellt werden. Interessanterweise verfügt Mp-HKR an analoger Position über die beiden für die Chloridabhängigkeit in Os-HKR wichtigen Aminosäuren E181 entsprechend E140 in Mp-HKR und D314 entsprechend D300 in Mp-HKR. Wie vermutet müssen demnach weitere funktionelle Gruppen in Os-HKR an Chlorid-Bindung und transienter -Abgabe beteiligt sein. Mp-HKR ist aus diesem Grund ein geeigneter Kandidat, um für zukünftige Untersuchungen durch Übereinstimmungen und Unterschiede in der Aminosäuresequenz wichtige Positionen und funktionelle Gruppen zu ermitteln. 
 
 




4.1 Verifizierung der Cop6/Cr-HKR2-Sequenz Die RT-PCR-Experimente mit dem Ziel der Verifizierung der Cop6-Gensequenz resultierten in der Amplifizierung Cop6-spezifischer Sequenz-Abschnitte aus der isolierten mRNA der 
Chlamydomonas-Zellen. Dies konnte aus einem Vergleich mit den entsprechenden Teilen der Datenbanksequenz abgeleitet werden. Als Schlussfolgerung muss das Transkript des Cop6-Gens im Gesamt-mRNA-Pool der Zellen vorhanden sein, da nur dessen Existenz eine reverse Transkription und folgende Amplifizierung ermöglicht. Somit konnte die Expression des Gens in 
Chlamydomonas auf mRNA-Ebene erwiesen werden, welche vor Durchführung der Experimente nicht abgesichert war.  Die Sequenz wurde verifiziert und für alle weiteren Untersuchungen an den von der Datenbanksequenz abweichenden Bereichen modifiziert. Die große Anzahl der geänderten Sequenzabschnitte im Vergleich zu dem Genmodell aus der Datenbank zeigte, dass eine Verifizierung unbekannter Chlamydomonas-Gene vor einer erfolgenden funktionalen Analyse der Proteine unbedingt notwendig ist. Durch die Vielzahl an Introns in den DNA-Sequenzen von 
C. reinhardtii kommt es häufig zu fehlerhaften Gen-Modellen. Die größtenteils überein-stimmenden Neuerungen aus den unabhängig voneinander erhaltenen Daten der eigenen RT-PCR-Daten und der RT-PCR der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. G. Nagel spricht für die Korrektheit der entdeckten Modifikationen. Die gefundene Gesamtsequenz ist zudem ein Hinweis auf die Existenz des Cr-HKR2-Gesamtproteins mit den vier kovalent aneinander gekoppelten Proteindomänen Rhodopsin, Histdinkinase, Receiver-Domäne und Cyclase. Der lange C-Terminus aus der Datenbanksequenz, dem außer der relativ kleinen SAM-Domäne keine weiteren bekannten Strukturen zuzuordnen waren, ist in der neuen Sequenz durch einen stark verkürzten C-terminalen Bereich ersetzt. Es muss allerdings festgehalten werden, dass sich die RT-PCR-Verifizierung nur auf die gefundenen mRNA-Sequenzen beziehen kann. Die daraus ermittelte Proteinsequenz beruht auf der in silico-Translation dieser mRNA. Mögliche 
Chlamydomonas-spezifische posttranslationale Modifikationen, die sich erst auf Proteinebene äußern würden, können auf diesem Wege nicht nachvollzogen werden. Sollte es diese geben, können diesbezügliche Abweichungen in den für die Funktionsanalysen verwendeten Organismen zu Nichtfunktionalität führen.  
4.2 Besondere Sequenzmerkmale von Histdinkinase-
Rhodopsinen (HKRs) Außer der Tatsache, dass HKR-spezifische Gensequenzen in vielen verschiedenen Organismen vorzufinden sind, war im Vorfeld der Arbeit nichts über die Funktion und Arbeitsweise der Proteine bekannt. Anhand von Vergleichen zwischen verschiedenen Vertretern der HKRs, sollten Gemeinsamkeiten und Unterschiede auf Sequenzebene und der darauf basierenden Molekülarchitektur evaluiert werden. Alle verglichenen HKRs zeigen einen übereinstimmenden modularen Aufbau bezüglich der Existenz und Anordnung der drei N-terminalen Proteindomänen. Die aus diesem Grund vermutlich gemeinsame Architektur der HKRs 
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impliziert, dass in den Proteinen eine komplexe, einander entsprechende Signaltransduktions-kaskade abläuft. Diese könnte in einer lichtabhängigen Aktivierung der nachgeschalteten Proteindomänen initiiert werden. Durch die Ähnlichkeit des Histidinkinase- und Response-Regulator Anteils der HKRs mit den entsprechenden Proteinabschnitten der bakteriellen Zweikomponenten-Systeme [245], kann hierbei von einer Phosphorylierung des konservierten Histidins in der Phosphoakzeptor-Domäne und/oder einer Übertragung des Phosphatrestes auf den konservierten Asparaginsäure-Rest der Receiver-Domäne ausgegangen werden (Abb. 4.1). Die Homologien der entsprechenden Proteinabschnitte zu den bakteriellen Vertretern der Zweikomponenten-Systeme (Abb. 4.2 A) erstrecken sich nur über die jeweiligen Phosphoakzeptor-Bereiche sowie im Fall der Histidinkinase über die H-ATPase- und Dimerisierungs-Domäne. Es kann bei HKRs keine Ähnlichkeit zu den bakteriellen Sensor-Domänen und den für die Signaltransduktion wichtigen HAMP-Domänen der Histidinkinasen gefunden werden. Ebenso lässt sich keine Übereinstimmung mit den Output-Domänen der Response-Regulatoren feststellen. Demnach ist die klassische Sensor-Domäne einschließlich HAMP-Domäne in den HKR-Histidinkinasen durch die Rhodopsin-Domänen ersetzt. Bezüglich des C-terminalen Bereiches der HKRs lassen sich verschiedene Varianten nachweisen. Im Fall von Cr-HKR1 und Cr-HKR2 existiert als C-terminale katalytische Domäne eine Cyclase-Untereinheit, welche die Output-Domäne der Response-Regulatoren ersetzt (Abb. 4.2 B). In anderen HKRs kann keine Cyclase-Domäne gefunden werden und die Receiver-Domäne stellt die C-terminale Untereinheit dar (Os-HKR und Mp-HKR, Abb. 4.2 B). Es muss hier also ein zweites nachgeschaltetes Protein als Output-Domäne agieren. Eine ähnliche modulare Situation kann auch in erweiterten bakteriellen oder pflanzlichen Zweikomponenten-Systemen gefunden werden, die auf einem so genannten Phosphorelay-Mechanismus basieren [224]. In diesen folgt auf die Sensor-Domäne, die Phosphorylierungs-Domäne und die katalytische Domäne einer Histidinkinase, eine kovalent gebundene Receiver-Domäne mit einem konservierten Aspartat als weitere Phosphorylierungs-Position. In diesen als Hybrid-Histidinkinasen bezeichneten Proteinen erfolgt eine Übertragung des Phosphoryl-Restes von dem Histidin der Histidinkinase-Domäne auf das Aspartat der Receiver-Domäne innerhalb des Moleküls. Meist folgt darauf der Transfer der Phosphoryl-Gruppe auf den Histidin-Rest eines zweiten Histidin-enthaltenden Phosphotransfer-Proteins (HPt). Dieses steuert wiederum die Phosphorylierung des jeweiligen nachgeschalteten Response-Regulators, der die Zellantwort generiert. Eine besondere Situation ist in Cr-HKR3 zu finden, in welchem der lange C-Terminus eine Bestrophin-Domäne enthält (siehe Abb. 3.2). Bestrophin gehört zur Familie der calciumaktivierten Anionkanäle und ist durch seine Existenz in retinalen Pigmentepithelzellen als Teil einer Signaltransduktionskaskade bekannt. Es konnte nachgewiesen werden dass die Bestrophin-Aktivität durch Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung gesteuert wird [269]. Somit könnte in Cr-HKR3 diese Bestrophin-ähnliche Untereinheit über Phosphorylierung durch die vorgeschaltete Receiver-Domäne in seiner Aktivität beeinflusst werden. Aufgrund fehlender Sequenzverifizierung im Fall von Cr-HKR3, ist dies an dieser Stelle nur eine mögliche Hypothese, der in zukünftigen Überlegungen und Untersuchungen nachgegangen werden sollte.  Die transmembranen Rhodopsin-Untereinheiten der HKRs, lösen vermutlich nach der Lichtperzeption den Beginn der Signaltransduktionskaskade aus. Daraus folgt, dass sie als sensorische Rhodopsine wirken. In Konsistenz mit dieser Vermtung lassen sich in den HKR-Photorezeptor-Domänen im Vergleich zu anderen, gut charakterisierten mikrobiellen Rhodopsinen bestimmte Reste in der Retinalbindetasche identifizieren, durch welche sie für die Funktion als sensorisch arbeitende Rhodopsine prädestiniert sind. Von der für die Protonenpumpaktivität wichtigen konservierten Aminosäure-Kombination D85, T89 und D96 im archaebakteriellen Bakteriorhodopsin besteht in den HKRs nur der T89-analoge Rest.  
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Die beiden weiteren Positionen sind durch andere Aminosäuren mit teilweise abweichenden Eigenschaften ersetzt (siehe Abb. 4.1). Das Fehlen einer Aminosäure mit saurer Seitenkette an BR-D96-analoger Position ist allen hier untersuchten HKRs gemeinsam und konnte auch in anderen sensorischen Rhodopsinen nachgewiesen werden [157], [308]. Dies macht eine Funktionsweise der HKRs als lichtgetriebene Protonenpumpe sehr unwahrscheinlich, da die freie Carboxyl-Gruppe von D96 in BR als eine der Schlüsselpositionen für den gerichteten Protonentransport über die Membran und die Reprotonierung der Schiff’schen Base im Photozyklus beschrieben wurde [309], [310]. Auch die den BR-Positionen 85, 89 und 96 entsprechenden Aminosäure-Motive, welche charakteristisch für mikrobielle Rhodopsine sind, die als eubakterielle Protonenpumpen (DTE) [123], [311], als archaebakterielle Chloridpumpen (TSA), als eubakterielle Chloridpumpen (NTQ) und als eubakterielle Natriumpumpen (NDQ) [77] arbeiten, liegen in den HKRs nicht vor. Hierbei überrascht besonders, dass keine Übereinstimmungen an diesen Schlüsselpositionen zwischen dem Chlorid-abhängigen Os-HKR und den bekannten lichtgesteuerten Chlorid-pumpenden Rhodopsinen existieren.   Das Fehlen einer klassischen Sensordomäne und die besonderen Eigenschaften der Linker-Regionen ohne eindeutig erkennbare HAMP-Domäne sprechen für einen spezifischen Signalübertragungsmechanismus von der Rhodopsin-Domäne, welche in den HKRs die sensorische Funktion übernimmt, zur Phosphorylierungs-Domäne des Histidinkinase-Teils. Die Länge dieser Linker-Region ist bei Cr-HKR1 und Cr-HKR2 auf ca. 30 Aminosäuren und bei Os-HKR und Mp-HKR noch stärker auf ca. 20-23 Aminosäuren (siehe auch Abb. 3.4) verkürzt, während die konventionellen HAMP-Domänen ca. 50-60 Aminosäuren lang sind [274]. Über die strukturelle Organisation der Linker-Regionen in den HKRs lassen sich bisher nur Hypothesen aufstellen. Es lassen sich auch in den Linker-Bereichen der HKRs Muster aus alternierenden hydrophoben und hydrophilen Bereichen feststellen. Dies könnte trotz der fehlenden Sequenzhomologie zu bekannten signaltransduktorischen Bereichen für eine strukturelle Organisation der Linker-Regionen als amphipathische Helices sprechen. Es konnte allerdings keine eindeutige Zuordnung zu bekannten Heptadenmustern getroffen werden. Mit der deutlichen Verkürzung der betreffenden Bereiche in den HKRs könnte die Entwicklung spezifischer Aminosäure-Muster verbunden sein. Da sich die Vorhersage-Programme für Coiled-
Coil-Regionen auf bekannte Muster und Strukturen stützen, könnten diese Modifiktionen in den HKRs ein Grund dafür sein, dass sie diesbezüglich keine eindeutige Aussage liefern. Wegen der grundsätzlich als Dimere arbeitenden Histidinkinasen kann man auch im Fall der HKRs von einer Dimerisierung ausgehen. Es wäre daher denkbar, dass die Linker-Bereiche eine Interaktionsstelle zwischen den jeweiligen Monomeren darstellen. Ob sie wie in anderen signaltransduktorischen Bereichen auch in den HKRs kurze helikale Bündel formen ist zu diesem Zeitpunkt nicht bekannt. Auch der Grund für die Verkürzung des Linker-Bereiches verglichen mit anderen Histidinkinasen ist unklar. Sie könnte mit dem Rhodopsin als spezielle Sensor-Domäne und einer effizienteren Signalübertragung zusammenhängen. Besonders auffällig sind in diesem Kontext auch ungewöhnliche kurze Sequenzabschnitte im C-terminalen Abschnitt der Helix G der jeweiligen Rhodopsin-Untereinheit (Abb. 4.1).  
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 Abb. 4.1 Vergleichende Analyse der Rhodopsin-Domäne und der Linker-Region von Cr-HKR1 und Os-HKR. Ausschnitt der Strukturmodelle (auf Basis von 1KGB [106]) mit wichtigen Resten in der Retinalbindetasche (grün hervorgehoben) und in Helix G (dunkelgrau hervorgehoben) für Cr-HKR1 (A) und Os-HKR (B). Die blauen Beschriftungen geben die Aminosäuren in BR für die entsprechenden Positionen an. In rot sind die ungewöhnlichen kurzen Sequenz-Motive am Ende der Helix G markiert.  In Cr-HKR1 und Cr-HKR2 aus Chlamydomonas reinhardtii lässt sich die ungewöhnliche Abfolge aus den vier Aminosäuren Phe-Ser-Ser-Ser (FSSS-Motiv) am Ende der mutmaßlichen Helix G der Rhodopsin-Domäne vorfinden (Abb. 4.1 A). Auch in Os-HKR und Mp-HKR liegt am Übergang zwischen der Helix G der Photorezeptor-Domäne und dem Beginn der Linker-Region ein ebenfalls auffälliges aber von den Cr-HKRs abweichendes Ser-Ala-Gly-Ser-Motiv (SAGS-Motiv; Abb. 4.1 B). Diese auffälligen Serin-reichen Endsequenzen der Helix sieben des Rhodopsinteils lassen einen Einfluss auf den jeweiligen Mechanismus der Signaltransduktion vermuten. Aufgrund ihrer polaren Seitenketten können Serine besondere strukturelle Aufgaben über die Bildung von Wasserstoffbrückenbindungen übernehmen. Durch die Positionierung dieser Motive zwischen der Retinalbindestelle und dem Übergang zur Histidinkinase sind lichtabhängige strukturelle Änderungen in diesem Bereich denkbar, die auf die Histidinkinase eine aktivierende oder inhibierende Wirkung haben könnten.  
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Zusätzlich oder alternativ könnten die Serin-haltigen Sequenz-Motive zu dem Prozess der Dimerisierung der Proteine beitragen [312], welche für eine Funktion der Signaltransduktion in den HKRs vermutlich notwendig ist, da sowohl Histidinkinasen als auch Cyclasen in der Regel als Dimere organisiert sind [224], [225]. Die Prozesse der Signalübertragung scheinen demnach in den phylogenetisch nahe verwandten Formen ähnlich abzulaufen, was an der speziellen Organisation der jeweiligen Linker-Region zu erkennen ist, während sie in den verschiedenen HKRs aus evolutiv weiter entfernten Organismen unterschiedlich aufgebaut ist.  Nach Aktivierung der Histidinkinase-Domäne wird von einer Autophosphorylierung des konservierten Histidins ausgegangen, was in der Folge zu einer Übertragung des Phosphatrestes auf den konservierten Asparaginsäure-Rest der Receiver-Domäne führt. Diese resultiert wahrscheinlich im Fall der Anwesenheit einer C-terminalen Cyclase-Untereinheit in ihrer Aktivierung (Abb. 4.2 C).  
 Abb. 4.2 Postulierte Architektur und Signaltransduktion der HKRs. Schematischer Aufbau eines klassischen Zweikomponenten-Systems (A) aus membranständiger Sensor-Histidinkinase und Response Regulator mit DNA-Bindedomäne als Output-Untereinheit, eines Phosphorelay-Systems (B) mit Hybrid-Histidinkinase und Übertragung der Phosphoryl-Gruppe auf ein HPt-Protein. Im Vergleich dazu sind die vermuteten Architekturen der HKRs und der daraus abgeleitete Signaltransduktionsweg abgebildet. In HKRs mit C-terminaler Cyclase-Domäne wie in CR-HKR1 und Cr-HKR2 (C) wird eine lichtaktivierte Cyclase-Aktivität angenommen. In HKRs ohne Cyclase-Untereinheit wie in Os-HKR und Mp-HKR (D) wird die lichtaktivierte Übertragung der Phosphorylgruppe auf einen unbekannten Phosphoakzeptor vermutet. Homologe Regionen zwischen Zweikomponenten/Phosphorelay-System und HKRs sind gleichfarbig dargestellt. Rh: Rhodopsin-Domäne, Li: Linker-Region; DHp: Dimerisierungs- und Histidin-Phosphotransfer-Domäne mit konserviertem Histidin (H); CA: katalytische Domäne; Rec: Response Regulator-Receiver-Domäne mit konservierter Asparaginsäure (D); HPt: Histidin-enthaltendes Phosphotransfer-Protein, Cyc: Cyclase-Domäne, P: Phosporyl-Gruppe  
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Durch die Sequenzvergleiche kann für die Cyclase-Domänen von Cr-HKR1 und Cr-HKR2 eine Funktion als Guanylyl-Cyclase erwartet werden. Ihre Enzymaktivität würde demnach einen Anstieg des cGMP-Spiegels in den Zellen nach sich ziehen. Da cGMP als sekundärer Botenstoff wirkt, können durch eine Änderung der intrazellulären Konzentration wichtige Zellantworten gesteuert werden. Die vorgeschaltete Photorezeptordomäne macht eine Regulation lichtabhängiger Anpassungsreaktionen in den Zellen wahrscheinlich. Nicht sicher ist allerdings, ob die Cyclase-Domäne in Cr-HKR1 funktionell sein kann, da sie sequenzielle Abweichungen in den essentiellen konservierten Bereichen der katalytischen Domäne aufweist. Vorstellbar wäre in diesem Fall, dass infolge der Dimerisierung nur ein katalytisches Zentrum gebildet werden kann oder dass mit einer unbekannten externen Cyclase-Untereinheit ein Hetero-Dimer gebildet werden muss, um eine Funktionalität zu erhalten.  In den HKRs, denen eine C-terminale Cyclase-Untereinheit fehlt (Abb. 4.2 C), müssen ein oder mehrere HKR-externe Proteine in die Signaltransduktion bzw. die Generierung einer Zellantwort einbezogen werden. Diese interagieren folglich mit der phosphorylierten Receiver-Domäne. Denkbar sind hier weitere Response-Regulatoren, die durch eine erneute Phosphoryl-Gruppen-Übertragung aktiviert werden und neue Signalkaskaden initiieren können. Im Fall von Os-HKR wird beispielsweise ein lichtabhängiger Transfer der Phosphoryl-Gruppe auf den Response Regulator TOC1 vermutet [231]. Dieser Übertragungsmechanismus könnte entweder direkt stattfinden [242], [313] oder über ein Histidin-tragendes Phosphotransfer-Protein (Hpt) ausgeführt werden (Abb. 4.2 D). Dem Response Regulators TOC1 wird eine Schlüsselrolle für die Regulation der circadianen Rhythmik in Ostreococcus tauri zugeschrieben. Der Vorteil dieser externen Signalweiterleitung für die Zellen könnte in der erhöhten Flexibilität der Zellantwort liegen, da eine Regulation auf verschiedenen Ebenen ermöglicht wird, indem Expressionslevel einzelner an der Signaltransduktion beteiligter Proteine angepasst werden [231]. Das Besondere an der Gesamtarchitektur der HKRs im Vergleich zu anderen Rhodopsinen bzw. Signalproteinen ist demnach ihr komplexer modularer Aufbau aus den verschiedenen kovalent gebundenen Untereinheiten und der daraus resultierenden Signaltransduktionskaskade innerhalb eines großen Moleküls. Im Gegensatz dazu geben die meisten bekannten Vertreter der mikrobiellen Rhodopsine, die eine sensorische Funktion übernehmen, die empfangene Lichtinformation über ein nicht-kovalent gebundenes Transducer-Protein an den cytoplasmatischen Teil der Zellen weiter. In den archaebakteriellen Sensory Rhodpsinen SR 1 und SR 2 ist das jeweilige Transducer-Protein Htr 1 und Htr 2 in der Membran verankert [78], [308]. Der Transducer ASRT zu Anabaena Sensory Rhodopsin ASR liegt hingegen frei im Cytoplasma vor [157] und ist direkt über aktivitätsabhängige Promotorbindung an der Regulation von Genen beteiligt [163]. Eine Ausnahme stellt die kürzlich charakterisierte Rhodopsin-Guanylyl-Cyclase aus Blastocladiella emersonii dar, deren Rhodopsin-Untereinheit kovalent mit einer lichtaktivierbaren Cyclase-Domäne verbunden ist [165], [166]. HKR-ähnliche phosphorylierungsabhängige Signaltransduktionsschritte sind hier mangels der entsprechenden Untereinheiten (Histidinkinase und Receiver-Domäne) jedoch nicht inbegriffen. Auch die einzelnen Einheiten der klassischen Zweikomponenten-Systeme sind im Gegensatz zu den HKRs nicht kovalent miteinander verbunden, sondern sie interagieren aktivitätsabhängig miteinander (Abb. 4.2 A). Daher stellen die HKRs strukturell eine besondere Form eines erweiterten Phosphorelay-Zweikomponenten-Systems dar. Phosphorelay-Systeme zeichnen sich unter anderem durch einen erweiterten modularen Aufbau der Sensor-Histidinkinase aus, welche zusätzlich zur sensorischen, Phosphorylierungs- und katalytischen Domäne kovalent an eine Receiver-Domäne gebunden sind (Abb. 4.2 B; [224], [246]. Sie werden aus diesem Grund als Hybrid-Histidinkinasen bezeichnet.  
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Ein proteininterner Phosphoryl-Gruppen-Transfer zwischen Histdinkinase- und Receiver-Domäne ist die Folge, welcher auch für die HKRs angenommen wird. Meist kommt es in den Phosphorelay-Systemen nach Phosphorylierung der Receiver-Domäne der Hybrid-Histidinkinase zu einer Übertragung des Phosphoryl-Restes auf ein HPt-Protein, wie es beispielsweise auch für Os-HKR vermutet wird. Dies gilt als Zwischenschritt für die folgende Phosphorylierung eines Response-Regulators. Die HKRs bilden ihrer Domänen-Architektur zufolge eine lichtktivierbare Hybrid-Histidinkinase, in denen der senorische Teil und die HAMP-Domäne durch eine Rhodopsin-Untereinheit und eine spezielle Linker-Region ersetzt sind.  Insgesamt weisen HKRs aus den gleichen oder nahe verwandten Organismen untereinander relativ hohe Sequenz-Homologien bezüglich ihrer Gesamtsequenz auf (Cr-HKR1 und -2: 38 % Identität; Os-HKR und Mp-HKR: 37 % Identität). Ob die im Vergleich dazu geringen Identitäten zwischen den HKRs der weiter entfernten Organismen aus der frühen evolutiven Trennung oder aus einer konvergenten modularen Kombination der verschiedenen Proteinuntereinheiten resultieren, kann hier nicht eindeutig bestimmt werden. Ein Argument für eine konvergente Entwicklung sind die unterschiedlich gestalteten Linker-Regionen zwischen Rhodopsin und Histidinkinase, was auf verschiedene strukturelle Mechanismen zur Aktivierung der enzymatischen Untereinheit hindeutet. Für eine Entwicklung aus einem gemeinsamen Vorläufer-HKR-Proteins spricht hingegen die Einordnung der Rhodopsin-Domänen verschiedener HKRs in einen evolutiven Cluster (siehe Einleitung Abb. 1.18; [226]). Alle Vermutungen bezüglich der Signaltransduktion in den HKRs beruhen bisher lediglich auf den durch die Sequenzanalysen zugeordneten Proteindomänen. Notwendig sind funktionelle Untersuchungen, die eine lichtabhängige Signalweiterleitung durch die HKRs demonstrieren sowie im Fall der Cr-HKRs die lichtinduzierte Cyclase-Aktivität nachweisen können. Um die Wichtigkeit der C-terminalen Motive in Helix G des Rhodopsins und der Linker-Regionen zu bestätigen, müssten diese nachfolgend modifiziert werden und Auswirkungen auf die Signalkaskade festgestellt werden.  
4.3 Heterologe HKR-Expression zur Proteinaufreinigung und für 
die Funktionsanalyse Das pPIC-Vektor-basierte Expressionssystem in Pichia pastoris erwies sich als gut geeignet für die Herstellung der membranständigen Untereinheiten der HKRs. Auch für die Expression anderer aus Chlamydomonas reinhardtii stammender Rhodopsine, die keine funktionelle Expression in gängigen bakteriellen Expressionssystemen zeigten, wurde auf das Pichia-System zurückgegriffen. Die gute funktionelle Expression von Algenrhodopsinen in Pichia ist vermutlich auf die eukaryotischen Membraneigenschaften in den Hefezellen zurückzuführen, welche den bakteriellen Systemen fehlen. Dadurch ist der höhere Aufwand der Klon- und Expressionsanalyse der transformierten Hefezellen gerechtfertigt. In Pichia pastoris zeigten verschiedene aufgereinigte Proben von Cr-HKR1, von Os-HKR und Mp-HKR Absorptionsbanden im sichtbaren Wellenlängenbereich, was als Hinweis auf eine Bindung des Chromophors in den Rhodopsinen gewertet werden kann. Die verschiedenen Versuche zur Expression und Aufreinigung rekombinanter HKRs ergaben, dass mit verkürzten Varianten mit ausschließlich den Rhodopsin-Untereinheiten die besten Ergebnisse hinsichtlich Reinheit und Qualität des Proteins erzielt wurden.  
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Lange cytoplasmatische Anteile hatten einen negativen Effekt auf die Expression selbst und im Zuge der Aufreinigung auf die Überführbarkeit der Proteine aus der Membran in ein Detergenz, da die hydrophilen Eigenschaften dieser cytoplasmatischen Teile nicht mit den Detergenzien kompatibel waren.  Eine Volllängenexpression in Pichia-Zellen war nur im Fall von Os-HKR möglich. Es konnte aber auch hier keine Überführung in ein Detergenz erreicht werden, was für eine Aufreinigung und anschließende funktionelle Analyse vorteilhaft wäre, um eventuelle störende Einflüsse durch andere Proteine zu vermindern. Zukünftige funktionelle Untersuchungen wären aber mit der Membranfraktion der Os-HKR-exprimierenden Hefezellen möglich. Für Cr-HKR1 konnten in P.pastoris keine Konstrukte, die über das Ende der Histidinkinase-Untereinheit hinaus gingen nachweisbar exprimiert werden. Ob keinerlei Expression stattfand oder der C-Terminus mit dem c-myc-tag zum Nachweis im Immunodetektions-Blot posttranslational entfernt wurde, ist unklar. Auch eine stufenweise erfolgte Degradation des cytoplasmatischen Anteils ist denkbar. Erste Versuche zum Nachweis der lichtabhängigen Phosphorylierung der Cr-HKR1-Rhodopsin-Histidinkinase-Konstrukte in-vitro erzielten keine reproduzierbaren Unterschiede. Eine phosphorylierungsabhängige Bande war unter allen gewählten Belichtungsbedingungen, demnach sowohl im Rh-UV-Zustand als auch im Rh-Bl-Zustand, vorhanden. Vermutet wurde, dass einer der beiden durch die Spektroskopie analysierten stabilen Absorptionszustände den aktiven, also phosphorylierten Zustand darstellt, während das Protein im anderen, inaktiven Zustand dephosphoryliert vorliegt. Die Zuordnung einer der beiden Zustände zur aktiven Proteinkonfiguration hätte auch hinsichtlich der Analyse einer möglichen Cyclase-Aktivierung hilfreich sein können. Gründe für das undifferenzierte Erscheinen der Phosphorylierungsbanden können eine nicht funktionelle Signaltransduktion unter den experimentellen Bedingungen oder eine fehlerhafte Nachweisreaktion sein. Denkbar wäre auch, dass die Histidinkinase in beiden Absorptionsformen phosphoryliert vorliegt und die Signaltransduktion eine strukturelle Aktivierung der nachgeschalteten Domänen nach sich zieht. Möglicherweise ist auch die Übertragung der Phosphatgruppe auf den Asparaginsäure-Rest der Receiver-Domäne notwendig, um eine Dephosphorylierung des Histidins zu erreichen. Durch das Fehlen der Receiver-Domäne in den verkürzten Varianten könnte dieser Vorgang nicht erfolgen. Mit keinem der getesteten Cr-HKR2-Konstrukte konnte eine offensichtliche Chromophor-Bindung durch Absorption des aufgereinigten Proteins im sichtbaren Wellenlängenbereich festgestellt werden. Hierbei stellt sich die Frage, ob das Fehlen der potentiellen Gegenionen eine Retinalbindung insgesamt ausschließt oder ob diese nur in der heterolog exprimierten Probe nicht stattfinden kann. Interessanterweise sind beide Positionen, an denen üblicherweise die Carboxyl(at)-Gruppen tragenden Gegenionen (E oder D) liegen [76], [272], durch Aminosäuren von entsprechender Größe und Struktur mit ungeladenen Seitenketten ersetzt (Q170 und N293). Der restliche Teil der Rhodopsin-Untereinheit zeigt klare Homologien zu den sieben transmebranen Helices der bekannten mikrobiellen Rhodopsine und auch das konservierte Lysin als potentielle Retinalbindestelle ist erhalten (Abb. 4.3).   
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 Abb. 4.3 Analyse der Rhodopsin-Domäne und der linker-Region von Cr-HKR2. Strukturmodell von Cr-HKR2 (auf Basis von 1KGB [106]) mit den Helices A-G, den Resten Q170, N293 und der putativen Retinalbindestelle K297. Die blauen Beschriftungen geben die Aminosäuren in BR für die entsprechenden Positionen an. In rot ist das ungewöhnliche Phe-Ser-Ser-Ser-Motiv am Ende der Helix G markiert.  Daher könnte diese Form des Rhodopsins unter anderem aus einer evolutiven Substitution der Reste E170Q (BR-Position D85) und D293N (BR-Position D212) hervorgegangen sein. Ungewöhnlich daran ist, dass beide Positionen von dem Austausch betroffen sind. In anderen Rhodopsinen konnten bisher nur Fälle gefunden werden, in denen mindestens eines der beiden Gegenionen erhalten ist [51], [158], [314]. Eine vergleichbare Doppelmutation D85N/D212N in heterolog exprimiertem BR ist beispielsweise von einer drastischen Reduzierung der Chromophor-Bindung (< 2 %) gefolgt. Sie kann allerdings effizient bei hohen Salzkonzentrationen in der Umgebung, aufgrund der zusätzlichen negativen Ladung eines Anions, herbeigeführt werden [272]. Eine äquivalente Erhöhung der Salzkonzentration bei der Aufreinigung von Cr-HKR2 führte in bisherigen Untersuchungen nicht zu einer sichtbaren Retinalbindung im Protein (nicht gezeigt). Möglicherweise kann die Chromophorbindung nachträglich nicht herbeigeführt werden und die Salzkonzentration müsste schon während der Expression erhöht werden, was allerdings zu Toleranzproblemen seitens der Pichia-Zellen 
führen könnte. Auch das Einführen eines potentiellen Gegenions an Position 293 (N→D) zieht keine Absorption im sichtbaren Bereich des Spektrums nach sich. Unklar ist, ob und in welcher Weise die in der Mutante beobachtete Absorptionserhöhung bei 320 nm auf die Mutation zurückzuführen ist. Interessant wäre auch zukünftig zu testen, ob eine Änderung des pH-Wertes einen Einfluss auf die Retinalbindung nimmt. Welche sensorische Aufgabe das Cr-HKR2-Rhodopsin für die Initiierung der Signaltransduktion in den Zellen übernimmt und ob es trotz fehlendem Nachweis photochemische Aktivität besitzt, ist bisher nicht bekannt. Der mechanistische Ablauf der Signaltransduktion von der Rhodopsin-ähnlichen Untereinheit zur Histidinkinase-Domäne sollte allerdings aufgrund der sequenziellen Übereinstimmungen zu Cr-HKR1 in der Linker-Region und dem kurzen Sequenzmotiv am Ende der Helix G (Phe-Ser-Ser-Ser) in beiden Proteinen ähnlich organisiert sein (vgl. Abb. 3.4, 4.2 und 4.3).  Die Funktionsanalysen der Gesamt-HKRs wurden am Beispiel von Cr-HKR1 und Cr-HKR2 in 
Xenopus laevi-Oozyten durchgeführt. Es sollte bei erfolgreicher Expression die lichtinduzierte 
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cGMP-Produktion anhand einer cGMP-abhängigen Kanalaktivität verfolgt werden [166], [278]. Diese Untersuchungen wurden durch verschiedene Gegebenheiten erschwert. Für Cr-HKR1 waren nach Analyse der Photorezeptor-Domäne die Absorptionseigenschaften bekannt, es musste aber eine Cyclase-Funktionalität aufgrund der Sequenzabweichungen in der katalytischen Domäne als relativ unwahrscheinlich angesehen werden. Für Cr-HKR2 war hingegen eine gut konservierte Cyclase-Untereinheit vorhanden, die lichtabhängigen Eigenschaften der Rhodopsin-Domäne konnten jedoch bisher nicht erwiesen werden. Keines der getesteten Cr-HKR1- oder Cr-HKR2-Konstrukte zeigte eine messbare Cyclase-Aktivität in den Oozyten-Versuchen in Abhängigkeit von der Belichtung. Ob die Gründe hierfür in der nicht-funktionellen Cyclase-Untereinheit in Cr-HKR1 und in der nicht vorhandenen Lichtaktivierung in Cr-HKR2 zu suchen sind, müssen zukünftige Analysen zeigen. Unklar ist auch, ob die vermutlich essentielle Dimerisierung der Proteine fehlerfrei in den artfremden Systemen stattfinden kann. Auffällig war außerdem, dass sich im Fall von Cr-HKR1 kein Volllängen-Konstrukt nachweislich exprimieren ließ. Daraufhin stellt sich die Frage, ob der lange C-Terminus in der Cr-HKR1-Sequenz posttranslational modifiziert oder degradiert wird. Die vielversprechendsten Ergebnisse hinsichtlich einer (lichtabhängigen) cGMP-Produktion lieferte ein Hybrid-Protein aus Cr-HKR1 (Rhodopsin) und Cr-HKR2 (Rest) Anteilen (siehe Abb. 5.2 Anhang). Doch auch hier konnte keiner der beiden stabilen Absorptionszustände des Cr-HKR1-Rhodopsins eindeutig als aktiver Zustand hinsichtlich der Signaltransduktion und der cGMP-Produktion identifiziert werden. Auch eine Abhängigkeit von einer bestimmten Lichtqualität (UVA oder Blau-/Grünlicht) ließ sich nicht zweifelsfrei zuordnen, da die Reaktionen mit einer relativ langen zeitlichen Verzögerung nach Belichung beobachtet wurden. Daraus folgte, dass teilweise bereits mehrere alternierende Belichtungsprozesse vorangegangen waren. Die zeitliche Verzögerung von mindestens mehreren Sekunden weist auf einen relativ langsamen Reaktionsmechanismus hin. Dieser Ansatz sollte trotz der genannten Probleme in zukünftigen Optimierungsuntersuchungen verfolgt werden. Der Verbindungspunkt der getesteten Chimäre lag direkt hinter dem kurzen Phe-Ser-Ser-Ser-Motiv der Helix G. Möglicherweise kann die Signalübertragung vom Cr-HKR1-Rhodopsin zur Histidinkinase durch die ausgetauschte Cr-HKR2-Linker-Region nicht optimal ablaufen. Denkbar wären weitere Konstrukte, deren Verbindungspunkte direkt vor Beginn der Histidinkinase liegen. Es sollte außerdem in Betracht gezogen werden, den C-terminalen c-myc-tag, der für die Verifizierung der Expression angefügt wurde, für die Funktionsassays zu entfernen. Dieser könnte die Dimerisierung, die Aktivität und die korrekte Arbeitsweise der C-terminalen Cyclase-Untereinheit negativ beeinflussen. Zusätzlich müssen die Membran-lokalisation und die Stabilität der Konstrukte verbessert werden, da ein Bandennachweis sowohl in der Membran als auch in der cytosolischen Fraktion der Ooozyten erfolgte und es zur Detektion von Abbauprodukten kam.   
4.4 Die Cr-HKR1-Rhodopsin-Domäne ist ein bistabiles und 
schaltbares System Die Photorezeptor-Domäne von Cr-HKR1 zeigte Absorptionseigenschaften, die für einen Vertreter der mikrobiellen Rhodopsine sehr ungewöhnlich sind. Es können die beiden Absorptionszustände Rh-Bl (λmax= 487 nm) und Rh-UV (λmax= 380 nm) lichtinduziert ineinander überführt werden. Dieser Vorgang ist reversibel muss aber wiederum photochemisch herbeigeführt werden, denn beide Zustände zeigen in-vitro eine außergewöhnlich hohe thermische Stabilität. Demnach hat sich in Cr-HKR1 eine Form der Photochromie in Extremform 
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entwickelt. Unter anderem durch die hierbei stattfindenden Prozesse der Deprotonierung (Rh-UV-Bildung) bzw. Reprotonierung (Rh-Bl-Bildung) der Schiff’schen Base, die experimentell durch die Resonanz-Raman-Spektren erwiesen wurden, besitzen die Absorptionsmaxima der beiden Zustände eine spektrale Distanz von mehr als 100 nm zueinander. Die starke Blauverschiebung während des Rh-Bl-nach-Rh-UV-Überganges ist eine Folge der durch die 
deprotonierte Base verringerten π-Elektronen-Delokalisation im Chromophor. Dieser Vorgang, verbunden mit der Absorptionsverschiebung, wird transient auch in den meisten anderen mikrobiellen Rhodopsinen im Verlauf des Photozyklus beobachtet [170], [282]. Überschneidungen der Absorptionen beider stabiler Zustände in Cr-HKR1 und damit ihrer photochemischen Anregungen finden dennoch besonders unter Verwendung von kurzwelligem Licht (ca. 300-450 nm) statt. Der Rh-Bl-Zustand lässt sich durch Einstrahlung von blauem oder grünem Licht vollständig ausbleichen. Im Bereich des Rh-UV-Zustandes zwischen 300 und 400 nm ist hingegen auch nach UVA-Belichtung noch eine Restabsorption zu beobachten. Dies könnte einerseits auf eine erhöhte Lichtstreuung der Probe in diesem Wellenlängenbereich und andererseits auf eine auch durch das kurzwellige Licht bedingte schwache Anregung des Rh-Bl-Zustandes zurückzuführen sein. Dadurch wird unter UVA-Licht-Applikation immer auch ein geringer Anteil des hauptsächlich entstehenden Rh-Bl-Zustandes in den Rh-UV-Zustand überführt. Trotz dieser überlappenden photochemischen Eigenschaften ist eine weitgehend differenzierte Anregung und effiziente Konvertierung der einzelnen Absorptionsformen möglich. Das Verhältnis zwischen Rh-Bl- und Rh-UV-Zustand wird stark durch die Lichtqualität (kurzweliges versus längerwelliges Licht) beeinflusst. Diese Tatsache macht den Rhodopsin-Teil von Cr-HKR1 zu einem mutmaßlich effektiven molekularen Schalter hinsichtlich der unter seiner Kontrolle stehenden Signaltransduktions-Domänen (vgl. Abschnitt 4.2). Welcher der stabilen Zustände die „aktive“ Form bezüglich der Initiation der Signalkaskade ist, bedarf zukünftiger Klärung (vgl. Abschnitt 4.3).  Während in den lichtaktivierten Protonenpumpen ein schneller Photozyklus unerlässlich für einen effizienten Pumpmechanismus ist [52], kann in vielen sensorisch agierenden mikrobiellen Rhodopsinen eine Verlangsamung des Photozyklus festgestellt werden. Das beruht unter anderem auf einer verlängerten Lebensdauer des deprotonierten Photointermediates, welches transient im Verlauf des Photozyklus gebildet wird [78], [308]. Dieses deprotonierte Intermediat stellt in vielen sensorischen Rhodopsinen den aktiven Zustand der Signaltransduktion dar. Somit kann durch dessen verlängerte Existenz die Effektivität der Signalweiterleitung an das jeweilige 
Transducer-Protein erhöht werden. Gleichzeitig kann mit einer erhöhten Wahrscheinlichkeit der deprotonierte Zustand ebenfalls durch kurzwelliges Licht angeregt werden, so dass in der Folge dieser sekundären photochemischen Effekte (Photochromie) eine alternative Lichtantwort generiert wird [153] [156]. Im Fall der bereits charakterisierten sensorischen Rhodopsine ist die Lebensdauer des deprotonierten Intermediates vom µs- bis 10 ms-Bereich in einer typischen Protonenpumpe auf eine Dauer von einigen 100 ms erhöht [148]. Eine nahezu vollständige thermische Stabilität dieses Zustandes und damit eine Unterbrechung des Fortlaufens des Photozyklus, wie sie in Cr-HKR1 zu finden ist, konnte bisher in keinem anderen mikrobiellen Rhodopsin nachgewiesen werden. Daraus ergibt sich auch die extrem ausgeprägte Photochromie des Proteins, welches je nach Verhältnis von kurzwelligem und langwelligem Blaulicht in der Umgebung den jeweiligen Absorptionszustand Rh-UV oder Rh-Bl überwiegend populiert.    
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Worauf die extrem hohe Stabilität des Rh-UV-Zustandes, also der deprotonierten Form, in Cr-HKR1 beruht, lässt sich bisher nur vermuten. Ein Zusammenhang mit der besonderen Situation in der Retinalbindetasche scheint allerdings wahrscheinlich. So führt das Fehlen des D85- und des D96-Analogons aus Bakteriorhodopsin zur Existenz von nur einem offensichtlichen potentiellen Rest, welcher als Protondonor für die Reprotonierung und als Gegenion der Schiff’schen Base wirken kann. Ein Fehlen der Carboxyl-Seitenketten dieser Reste durch das Einführen von Mutationen bewirkt auch in BR und anderen Protonenpumpen grundlegende Beeinträchtigungen der Photozykluskinetik, der strukturellen Abläufe und der Protonenpumaktivität [315]–[317]. Besonders die Substitution des D96-Restes durch Aminosäuren ohne freie Caboxylgruppe als funktionelle Gruppe führt zu einer verlängerten Lebensdauer des deprotonierten M-Zustandes [105], [318]. Die Anwesenheit dieser Gruppe gewährleistet die Reprotonierung der Schiff’schen Base im Zuge der N-Zustands-Bildung. Die Seitenketten der beiden Aminosäuren D85 und D212 bilden in ihrer deprotonierten Form einen Teil des komplexen Gegenions für die positive Ladung der Schiff’schen Base im Grundzustand von BR. Ein Austausch der Aminosäure D85 bzw. des Analogons, welche als Protonakzeptor im Zuge der Deprotonierung der Schiff’schen Base fungiert, durch einen neutralen Rest, führt in BR und anderen lichtaktivierten Pumpen nicht nur zu einer völligen Inaktivierung der Pumpfunktion [319], sondern ist auch gefolgt von einer Rotverschiebung des Absorptions-maximums und einem verringerten pKa-Wert der Schiff’schen Base [320]. Demnach ist in der Mutante die positive Ladung der protonierten Schiff’schen Base weniger effizient stabilisiert und es kommt schon unter neutralen bis leicht basischen pH-Werten und ohne Lichteinwirkung zu einer Deprotonierung. In Cr-HKR1 ist von den beiden Gegenionen nur das BR-D212-analoge D239 vorhanden, das BR-D85 ist durch ein Methionin an dieser Position ersetzt. Ob das Fehlen des zweiten Gegenions eine stabilere Rh-UV-Form zur Folge hat und ob in Kombination damit das Methionin 113 an Position von BR-D85 eine Rolle spielt, muss noch abschließend geklärt werden. Denkbar wäre, dass die nichtbindenen Elektronenpaare des Schwefels zu einer elektrostatischen Abstoßung des freien Elektronenpaares der Schiff’schen Base führen. Diese Form der Wechselwirkung könnte der stabilisierten Positionierung des freien Elektronenpaares abgewandt von D239 in Rh-UV dienen, was eine thermische Reprotonierung verhindern würde. Für einen bedeutenden Einfluss des Methionins spricht die Tatsache, dass eine Mutagenese an entsprechender Position eine starke Beeinträchtigung der Chrompohorbindung zur Folge hat.  
4.4.1 pH-Wert-Abhängigkeit von Cr-HKR1 Im Gegensatz zu der Bakteriorhodopsin-Mutante D85N [319], [320] scheint in Cr-HKR1 das Fehlen der freien D85-analogen Carboxylat-Gruppe nicht zu einem vergleichsweise niedrigen pKa-Wert der Schiff’schen Base im Rh-Bl-Zustand zu führen. Die Absorption der Rh-Bl-Form bleibt über einen weiten pH-Bereich erhalten. Auch der Rh-UV-Zustand bleibt bei pH-Werten zwischen 4 und 9 über einen langen Zeitraum (> 1 Stunde) stabil. Erst bei langen Inkubationen (mehrere Tage) ist unter sauren Bedingungen eine Tendenz zur Reprotonierung der Schiff’schen Base als Übergang in den Rh-Bl-Zustand zu beobachten (persönliche Kommumnikation Dr. M. Broser). Unter leicht basischen Bedingungen wird langfristig eher die Rh-UV-Form mit deprotonierter Schiff’scher Base populiert. Es lässt sich daher aus den pH-abhängigen Ergebnissen ableiten, dass im Rh-Bl-Zustand Gegenion und Protonakzeptor bzw. -donor des Schiffbasen-Protons mit einem kleinen pKa-Wert vorliegen muss, d.h. unter physiologischen Bedingungen deprotoniert vorliegen, während die Schiff’sche Base selbst einen hohen pKa-Wert aufweisen müsste und über weite Bereiche protoniert ist. Bei den Übergängen zwischen Rh-Bl 
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und Rh-UV muss eine sehr starke Änderung der jeweiligen pKa-Werte stattfinden, zu einem kleinen pKa-Wert der Schiff’schen Base und einem hohen pKa-Wert der funktionellen Gruppe des Gegenions/Proton-Donors und -Akzeptors. Nur so ist die Stabilität des jeweiligen Zustandes auch unter den untersuchten pH-Wert-Schwankungen gewährleistet [321]. Es scheinen aufgrund ihrer pKa-Werte keine direkten, durch die pH-Wert-Veränderungen induzierten, Protonierungen bzw. Deprotonierungen bestimmter Aminosäureseitenketten im Wirkungsbereich der Retinalbindetasche stattzufinden, denn hierbei würde man infolge der geänderten elektrostatischen Wechselwirkungen deutliche Absorptionsverschiebungen erwarten [322]. Die in Cr-HKR1 beobachteten leichten Änderungen der Absorptionsmaxima bei einer pH-Wert-Absenkung könnten auf eine pH-Wert-bedingte Änderung der Isomerenzusammensetzung hindeuten. So wäre in Rh-Bl in sauren pH-Wert-Bedingungen ein leicht erhöhter Anteil an 13-cis-Retinal zu finden, was mit der leichten hypsochromen Verschiebung des Absorptionsmaximums konsistent ist. Daraus folgt ein im Rh-UV-Zustand erhöhter all-trans-Anteil, welcher durch eine leicht erhöhte Intensität im Bereich längerer Wellenlängen (Schulter bei 400 nm) gekennzeichnet ist. 
 
4.4.2 Änderungen der proteinstrukturellen Merkmale in und außerhalb 
der Retinalbindetasche von Cr-HKR1 Durch die in den Rh-Bl-minus-Rh-UV-Differenzspektren der FT-IR-Messungen beobachteten Differenzbanden ließen sich vielfache Rückschlüsse auf Änderungen in der Proteinstruktur beim Übergang aus dem Rh-UV- in den Rh-Bl-Zustand ziehen. Das Auftreten einer negativenBande bei 1726 cm-1 im Rh-UV-Zustand und ihr vermutliches Verschwinden im Rh-Bl-Zustand scheint die reversible De-/Protonierungsreaktion einer Carboxyl-Gruppe als funktionelle Gruppe einer Aminosäure widerzuspiegeln, die aufgrund der zur Zeit vorliegenden Daten dem Aspartat 239 zugeordnet werden kann. Die funktionelle Gruppe des D239 könnte folglich die Rolle des Protonakzeptors (Bildung des Rh-UV-Zustandes, Abb. 4.4 C), des Protondonors (Bildung des Rh-Bl-Zustandes) und des Gegenions der protoniert vorliegenden RSB im Rh-Bl-Zustand (Abb. 4.4 B) übernehmen. Diese Funktion von D239 wurde anhand der theoretischen Sequenzvergleiche aufgrund seiner mutmaßlichen Positionierung (BR-Position D212) und mangels eines BR-D85-analogen Restes mit einer entsprechenden Seitenkette vermutet (siehe 3.2.2). In Bakteriorhodopsin wirkt die Aminosäure D85 als primärer Protonakzeptor der Schiff’schen Base beim Übergang in den deprotonierten M-Zustand. Die Protonierungsreaktion der D85-Carboxyl-Gruppe von BR kann im FT-IR-Spektrum mit dem Erscheinen der Bande im M-Zustand bei ca. 1762 cm-1 nachvollzogen werden [103], [293], [323]. An analoger Position des BR-D85 ist in HKR1 ein Methionin (M113) vorhanden, dessen Seitenkette diese Aufgabe nicht übernehmen kann. Im HKR1-Strukturmodell stellt das D239 die Aminosäure mit freier Carboxyl-Gruppe dar, die nach Aussage der Modellstruktur in Wechselwirkung mit der Schiff’schen Base stehen und durch ihre geringe Distanz als Protonakzeptor wirken könnte. Die in den FT-IR-Spektren beobachtete Bande bei 1726 cm-1 (Abb. 4.4 A) scheint diese Vermutungen zu bestätigen, da sie spezifisch für den Rh-UV-Zustand ist und durch die D239E-Substitution sowie den H/D-Austausch in ihrer Frequenz beeinflusst wird. Die analoge Aminosäure in Bakteriorhodopsin ist das D212, welches als Teil des Gegenionkomplexes für die Schiff’sche Base agiert [272]. Erschwert ist die genaue Zuordnung im Wildtyp durch die vermutliche Überschneidung der negativen Mode eines Differenzbandenpaares bei ca. 1731 cm-1 und des als COOH-Mode von D239 zugeordnetem Signal (1726 cm-1). Dadurch, dass die negative Bande bei 1726 cm-1 nach bisheriger Erkenntnis aus diesen zwei Moden zusammengesetzt ist, kommt die 
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vergleichsweise hohe negative Intensität und die leichte Asymmetrie zustande (Abb. 4.4 A). Das Auftreten der schwachen Schulter bei 1716 cm-1 nach H/D-Austausch könnte zusätzlich die Zweiteilung der Bande widerspiegeln. Auf Grundlage dieser Vermutung wäre die Schulter bei 1716(-) cm-1 der COOD-Mode von D239 in D2O und die Bande bei 1721(-) cm-1 dem negativen Signal des Differenzbandenpaares in D2O zuzuordnen. Aufgrund der sich aus der Überschneidung ergebenen Unsicherheiten und der fehlenden D2O-Messung der Mutante muss die Interpretation noch als vorläufig angesehen werden.  
 Abb. 4.4 Analyse der Protontransfer-Reaktionen in Cr-HKR1. Ausschnitt aus dem FT-IR-Spektrum (COOH/D-Region) des Cr-HKR1 Wildtypproteins (A) und der Mutante D239E (B) für den lichtinduzierten Übergang aus dem Rh-UV-Zustand (negative Signale) in den Rh-Bl-Zustand (positive Signale) in H2O (schwarze Linie) und in D2O (nur Wildtyp; graue Linie). Schematische Darstellung des jeweiligen Protonierungszustandes der Schiff’schen Base und der funktionellen Gruppe von Asp239 im Wildtyp am Beispiel von Rh-Blall-trans-15-anti (C) und Rh-UV13-cis-15-anti (D).   Es muss nach Analyse der FT-IR-Spektren noch mindestens eine weitere Carboxyl-Gruppe in die Photozyklusreaktionen involviert sein, was an der Existenz des H/D-sensitiven Differenz-bandenpaares (1731(-)/1741(+) cm-1; Abb. 4.4 und Abb. 3.48) verdeutlicht ist. Diese COOH-Gruppe ändert zwar ihre Schwingungsfrequenz aber nicht ihren Protonierungsstatus beim Übergang von der Rh-UV- in die Rh-Bl-Form. Durch die D239E-Mutation werden die zustandsspezifischen Schwingungsfrequenzen der COOH-Gruppe nicht beeinflusst (Abb. 4.4 B). Ein Kandidat für die Zuordnung dieser Signale könnte die Aminosäure D143 in Cr-HKR1 sein. 
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Das D143 liegt an analoger Position der Aminosäure D115 in Bakteriorhodopsin. Für diese konnten in BR-FT-IR-Spektren Differenzbandenpaare beim Übergang vom Grundzustand in den O-Zustand identifiziert werden (1733(-)/1743(+) cm-1; [305]), die ähnliche Frequenzen zu denen in Cr-HKR1 aufweisen. Das D115 liegt in der Nähe des ß-Iononringes des Retinals und wird im Verlauf des BR-Photozyklus nicht deprotoniert [185]. Die Frequenzverschiebung ist eine Folge der Umorientierung der COOH-Gruppe und die sich ändernden Wechselwirkungen durch die abweichenden Orientierungen des Retinals in den verschiedenen Photozyklusintermediaten. Daher kann eine strukturelle Umorientierung der funktionellen protonierten Carboxyl-Gruppe auch für das D143 in Cr-HKR1 beim Übergang aus dem Rh-UV in den Rh-Bl-Zustand angenommen werden. Die zweifelsfreie Zuordnung der Gruppe zu dem Differenzbandenpaar in Cr-HKR1 könnte allerdings nur infolge einer spezifischen Markierung oder Mutation dieses Restes verifiziert werden. Als weiteres Ergebnis der FT-IR-Untersuchungen lässt sich festhalten, dass die Amid I-Differenzbanden beim Übergang vom Rh-UV- in den Rh-Bl-Zustand eine hohe Intensität aufweisen, besonders im Vergleich zu den deutlich geringeren Signalintensitäten der C=C-Streckschwingungsbanden des Retinals (bei 1536 cm-1 und 1562 cm-1). Das negative Amid I-Signal bei 1661 cm-1 dominiert diesen Bereich des Spektrums (siehe Abb. 3.48). Derart intensive Differenzbanden sind charakteristisch für bedeutende strukturelle Modifizierungen im Proteinrückgrat während der Rh-UV-nach-Rh-Bl-Konvertierung (bzw. umgekehrt), die im Zuge der Protonierung/Deprotonierung der Schiff’schen Base stattfinden müssen. Da für die Gesamtfunktion des HKR1-Proteins eine Aktivierung der dem Rhodopsin nachgeschalteten Domänen notwendig ist, könnten diese Änderungen der Rhodopsinstruktur darauf ausgerichtet sein, die Signalübertragung auf die kovalent gebundene Histidinkinase-Domäne zu steuern. Hierfür sind vermutlich größere strukturelle Umgestaltungen im Rhodopsin notwendig als es beispielsweise für eine lichtinduzierte Kanalöffnung bzw. Ionenpumpfunktion der Fall ist [305]. Die Mutation D239E zieht nur geringe Abweichungen in der Amid I-Region im Vergleich zum HKR1-Wildtyp nach sich. Dies spricht dafür, dass es vermutlich nicht zu großen Beeinträchtigungen der Gesamtfunktion des Proteins durch die D→E-Aminosäuresubstitution kommen sollte. Auch die Aufgabe als Protonenakzeptor und Gegenion der Schiff’schen Base kann sowohl die funktionelle Gruppe des Aspartats 239 als auch des Glutamats 239 übernehmen, was ebenfalls in den FT-IR-Spektren sichtbar wird (Abb. 4.4). Um die Vermutung der Funktionalität der Mutante abzusichern, müsste allerdings ein Funktionsassay in Wildtyp und Mutante vergleichbare Ergebnisse erzielen.  Nicht sicher ist, ob das Ausmaß der strukturellen Änderungen, die an den vergleichsweise hohen Amid I-Intensitäten gemessen werden, durch das Fehlen der nachgeschalteten Domänen und einer dadurch fehlenden Interaktion zwischen den verschiedenen Untereinheiten in den vermessenen verkürzten Cr-HKR1-Konstrukten beeinflusst sind. Ein ähnliches Phänomen konnte beispielsweise in den Sensory-Rhodopsinen festgestellt werden. Hier wurden deutliche Unterschiede der strukturellen Änderungen während der Bildung des aktiven Zustandes beobachtet in Abhängigkeit davon, ob das Sensory-Rhodopsin I (SR I) mit dem Transducer Htr I komplexiert vorlag oder nicht. Das wurde an veränderten FT-IR-Differenzbanden im Amid-Bereich sichtbar. Diese Abweichungen wurden auf die starken Interaktionen zwischen den beiden Molekülen SR I und Htr I zurückgeführt [324].    
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4.4.3 Photozykluskinetiken von Cr-HKR1 Aus der Kombination der einzelnen laserspektroskopischen Messungen konnte ein photozyklischer Verlauf für die photochemischen Entwicklungen in Cr-HKR1 entworfen werden (Abb. 4.5). Die Lücke zwischen dem Ende der ultraschnellen Messung (Zeitverlauf bis 3,5 ns nach Anregung) und dem Beginn der Blitzlichtphotolyse-Daten (Zeitverlauf ab 1 µs nach Anregung) scheint durch das jeweils letzte bzw. erste identifizierte Photointermediat gegeben zu sein. So ist das final erfasste Intermediat im Rh-Bl-nach Rh-UV-Übergang der ultraschnellen Messung ein rotverschobenes Zwischenprodukt mit einem Absorptionsmaximum bei 550 nm. Dieses gleicht hinsichtlich seiner Absorptionseigenschaften dem ersten beobachteten Intermediat P550 in der Blitzlichtphotolyse. Für den Übergang aus dem Rh-UV- in den Rh-Bl-Zustand ist am Ende der ultraschnellen Daten das Zwischenprodukt Rh-UV‘ zu erkennen, welches sehr ähnliche Absorptionseigenschaften wie der Ausgangszustand (Rh-UV) hat. In den Daten der Blitzlichtphotolyse zeigt das erste erfasste Intermediat die gleichen Absorptionseigenschaften.  Das Photozyklusmodell (Abb. 4.5) fasst die Ergebnisse der laserspektroskopischen Messungen zusammen (vgl. Abschnitt 3.4.2), die im Folgenden noch einmal kurz erläutert werden sollen. Nach Anregung des Rh-Bl-Zustandes kommt es ähnlich wie im Photozyklus anderer mikrobieller Rhodopsine zur Bildung von frühen rotverschobenen Intermediaten, bevor der Rh-UV-Zustand unter Deprotonierung der Schiff’schen Base gebildet wird. Das erste Intermediat (Int. 1) wird mit zwei Zeitkonstanten (0,6 und 5 ps) aus dem angeregten Zustand gebildet. Seine 
Absorptionseigenschaften (λmax= 555 nm) sind ähnlich dem folgenden P550-Intermediat, welches mit einer Zeitkonstante von 453 ps gebildet wird. Dieses zeigt einen Übergang in das noch stärker rot verschobene P570-Intermediat mit einer Zeitkonstante von ca. 2,5 ms. Die zunehmende Rotverschiebung der nach Anregung beobachteten Intermediate ist ein Zeichen für die stufenweise abnehmende Stabilisierung der protonierten Schiff’schen Base, bevor der Prozess der Deprotonierung und die Bildung des Rh-UV-Zustandes aus dem P570 mit einer Zeitkonstante von 27 ms erfolgen kann. Da die funktionelle Gruppe des Gegenions D239 als vermutlicher Protonakzeptor der Schiff’schen Base erst bei Rh-UV-Bildung protoniert wird, muss die Destabilisierung auf anderen deutlichen strukturellen Änderungen in der Retinalbindetasche beruhen. Vermutlich wird die Bildung des ersten rotverschobenen Intermediates durch Isomerisierung des Retinals eingeleitet. Infolge der Isomerisierung kommt es zu einer Positionierung der positiven Ladung abgewandt vom elektrostatisch stabilisierenden negativ geladenen Gegenion, worauf der große bathochrome Effekt im Absorptionsspektrum (+68 nm) zurückzuführen ist [51], [321] (siehe auch Abb. 4.6). Die Konfigurationsänderungen des Chromophors sind gefolgt von strukturellen Änderungen im Protein, welche eine Voraussetzung für die Bildung des stabilen Rh-UV-Zustandes sind und anhand der weiteren bathochromen Verschiebung sichtbar werden. Die erste Hälfte des Cr-HKR1-Photozyklus zeigt demnach Gemeinsamkeiten zu den lichtaktivierten Prozessen in BR568, welche die Bildung der frühen rotverschobenen Intermediate J (λmax = 600 nm) und K (λmax = 590 nm) unter Isomerisierung des Retinals von all-trans nach 13-cis aufweisen [89]. Die Bildung des M-Zustandes unter Deprotonierung der Schiff’schen Base zeigt in BR allerdings einen ca. 500-fach schnelleren Verlauf als es für die Bildung des M-Zustands-ähnlichen Rh-UV in Cr-HKR1 beobachtet wird. Vermutlich sind für die Ausbildung der hohen Stabilität des Rh-UV-Zustandes weitreichendere strukturelle Umgestaltungen als in BR notwendig, was mit einer zeitlichen Verzögerung der Prozesse verbunden sein könnte. Der Hinweis auf große strukturelle Unterschiede zwischen der Rh-Bl- und der Rh-UV-Form wurden auch in den FT-IR-Messungen gefunden (vgl. Abschnitt 4.4.2). 
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Abgesehen von dem zeitlichen Verlauf wird bei Erreichen der Rh-UV-Form der prägnanteste Unterschied zu den anderen bekannten mikrobiellen Rhodopsinen deutlich. Ohne eine erneute Lichteinwirkung wird der Photozyklus nur halb durchlaufen, es kommt nicht zu einer Regenerierung des Ausgangszustandes. Die photozyklischen Prozesse enden vorläufig mit der Bildung von Rh-UV und es ist ein zweiter kurzwelliger Lichtimpuls im Absorptionsbereich der Rh-UV-Form notwendig, um den Photozyklus zu vollenden.  
 Abb. 4.5 Photozyklusmodell von Cr-HKR1 für den Übergang aus dem Rh-Bl- in den Rh-UV-Zustand und aus dem Rh-UV in den Rh-Bl-Zustand. 
Angegeben sind die aus den laserspektroskopischen Analysen ermittelten τ-Werte als Lebensdauern der einzelnen Intermediate. Rh-Bl und Rh-UV sind bis zur jeweiligen Anregung durch einen entsprechenden Lichtimpuls (farbiger Blitz) stabil. Der deprotonierte und der protonierte (neutrale) Zustand der Aminosäure D239 wurde schematisch den einzelnen Intermediaten zugeordnet. Die grünen Pfeile symbolisieren die Deprotonierung bzw. Reprotonierung der Schiff’schen Base.   Erst nach Belichtung des Rh-UV-Zustandes kommt es quantitativ zur Reprotonierung der Schiff’schen Base unter Regeneration der Rh-Bl-Form. Die Reprotonierungsreaktion findet in Cr-HKR1 mit einer apparenten Zeitkonstante von ca. 2,1 ms (bzw. im biexponentiellen Modell mit 0,1 ms und 3,4 ms) statt. Sie liegt demnach in einem ähnlichen zeitlichen Rahmen (Millisekundenbereich) wie es in BR der Fall ist.  Im Gegensatz zu den Entwicklungen in der zweiten Photzyklushälfte von BR sind in Cr-HKR1 keine späten rotverschobenen Intermediate [170] vor dem Wiedererreichen des Dunkelzustandes zu beobachten. Nach dem biexponentiellen Zerfall des angeregten Zustandes mit Zeitkonstanten von 5 ps und 60 ps wird ein Intermediat gebildet, welches ähnliche Absorptionseigenschaften wie das Ausgangsspektrum hat und daher als Rh-UV‘ bezeichnet wird (Abb. 4.5). Hierbei finden vermutlich die Isomerisierung des Retinals und Umorientierungen im Protein statt, welche eine anschließende Reprotonierung der Schiff’schen Base ermöglichen. 
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Diese Prozesse haben allerdings im Fall von Cr-HKR1 kaum Auswirkungen auf das Absorptionsspektrum, weswegen das entsprechende Differenzspektrum nahezu auf der Nulllinie verläuft. Ähnliche Entwicklungen können bei der Bildung des so genannten M2-Zustandes von BR beobachtet werden. Hier kommt es zu Umorientierungen im Protein, welche die Voraussetzung für die Reprotonierung der Schiff’schen Base schaffen. Es findet allerdings in BR zu diesem Zeitpunkt des Photozyklus noch keine Reisomerisierung des Retinals statt. Sie ist im Fall von BR keine Voraussetzung für den Prozess der Reprotonierung, da das freie Elektronenpaar der Schiff’schen Base dem Protonendonor D96 in der 13-cis-Konfiguration zugewandt ist. Das Absorptionsspektrum bleibt, verglichen mit dem M1-Zustand, unverändert [325]–[327]. Späte rotverschobene Intermediate wie der N- und O-Zustand in BR, in denen die Schiff’sche Base wieder protoniert vorliegt, können nach Rh-UV-Anregung im Cr-HKR1-Photozyklus nicht identifiziert werden. Die Entstehung von N- und O-Zustand in BR ist vor allem eine Folge der unterschiedlichen Retinalstruktur sowie des abweichenden Protonierungsstatus der Aminosäureseitenketten in der Retinalbindetasche, die durch den gerichteten Protonentransport zustande kommen [102]. In der BR-Doppelmutante D85N/D96N, welche Cr-HKR1-ähnliche Gegebenheiten hinsichtlich der Carboxyl-Gruppen tragenden Aminosäuren simuliert, entfällt aufgrund fehlender Protonenübertragungsreaktionen die Bildung des N-Intermediates ebenfalls [318]. Die beobachteten Abläufe sprechen dafür, dass in Cr-HKR1 eine direkte Übertragung des Protons von der funktionellen Gruppe des D239 auf die Schiff’sche Base zur Bildung des Rh-Bl-Zustandes erfolgt. Es wird demnach simultan in einer Reaktion die Schiff’sche Base reprotoniert und die negative Ladung des Gegenions regeneriert.  Das führt zum Wegfallen der in BR stattfindenden Zwischenschritte zur Bildung des N-Zustandes (reprotonierte RSB, negativ geladenes deprotoniertes D96) und des O-Zustandes (reprotonierte RSB, reprotoniertes D96, protoniertes D85).  Die mit Zeitkonstanten von 5 ps und 60 ps ungewöhnlich lange Lebensdauer der angeregten Zustände in der zweiten Photozyklus-Hälfte von Cr-HKR1 im Vergleich zu anderen Rhodopsinen, könnte durch eine außergewöhnlich geringe Polarität in der Retinalbindetasche verursacht sein. In Untersuchungen mit Modell-Verbindungen, welche eine deprotonierte Schiff’sche Base aufweisen, wurde ein Zusammenhang zwischen der zunehmenden Lebensdauer der angeregten Zustände und einer Abnahme der Polarität in der Umgebung beschrieben [226]. Die fehlende Polarität in der Umgebung des Retinals könnte auch eine Erklärung für die fehlende spektrale Verschiebung nach Zerfall des angeregten Zustandes und vor Reprotonierung der Schiff’schen Base sein, welche man aufgrund der wahrscheinlich in diesem Zeitrahmen (5 ps und 60 ps) stattfindenden Isomerisierung der RSB erwartet hätte. So könnte sich eine Konformations-änderung des Retinals in nur sehr geringen Absorptionsänderungen auswirken, wenn die Chromophor-Protein-Interaktionen aufgrund der geringen Polarität in diesem Umfeld nur schwach ausgeprägt sind. Die biexponentiellen Zerfallsreaktionen der angeregten Zustände und die dabei erfolgende Isomerisierung des Retinals lassen sich vermutlich mit der Heterogenität des Proteins hinsichtlich der Retinalkonfiguration erklären (siehe auch Abschnitt 4.4.4). Jeweils zwei zeitliche Komponenten konnten auch in dem Übergang aus dem Rh-UV‘-Intermediat in den Rh-Bl-Zustand identifiziert werden. Aufgrund der Isomerenmischung kommt es zu einem parallelen photozyklischen Verlauf der beiden Retinalformen (Abschnitt 4.4.4). Dies legt nahe, dass es zu derartigen parallelen Abläufen auch während des Rh-Bl-nach Rh-UV-Überganges kommen müsste. Die auf der Isomeren-Heterogenität der Probe basierende Zweiphasigkeit ist allerdings nicht in allen Abschnitten des Photozyklus modellierbar, was auf die teilweise suboptimale Datenqualität sowie auf ähnliche, sich überlagernde Zeitkonstanten zurückzuführen sein kann. Die überschneidenden Effekte sind vermutlich in den Rh-Bl-nach-Rh-UV-Reaktionen besonders ausgeprägt, da dieser Übergang aufgrund der Existenz der drei frühen 
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Photointermediate schon durch drei verschiedene Zeitkonstanten pro einzelner Retinalspezies definiert ist. Daher konnte hier der zweiphasige Verlauf nur für die Zerfallsreaktion des angeregten Zustandes bestimmt werden. Die Zuordnung der Retinalspezies zu den jeweils schnelleren bzw. langsameren Verläufen war nicht möglich und müsste zukünftig geklärt werden. 
 
4.4.4 Retinalisomere in Cr-HKR1 Die Isomeranalyse sollte klären, ob die Konvertierung von der Rh-Bl-Form in den deprotonierten blauverschobenen Rh-UV-Zustand auch in Cr-HKR1 auf dem Prozess der Isomerisierung aus der all-trans- in die 13-cis-Konfiguration des Retinals beruht. Dieser Vorgang liegt häufig den photozyklischen Reaktionen in mikrobiellen Rhodopsinen zugrunde [51], [284]. Die Isomerenszusammensetzung in den jeweiligen Absorptionsformen wurde anhand der Retinalextraktion und der Resonanz-Raman- (RR)-Experimente untersucht. Beide Verfahren bergen Vor- und Nachteile bezüglich der Datenverlässlichkeit. So kann während und nach der Retinalextraktion eine Änderung der Retinalkonfiguration nicht ausgeschlossen werden. Andererseits kann die kontinuierliche Belichtung in den RR-Untersuchungen eine Verschiebung des Isomeren-Gleichgewichtes sowie das beiläufige Vermessen von Photointermediaten hervorrufen. Daher können nach den erfolgten Analysen Aussagen über tendenziell vorhandene Retinalisomerenverhältnisse getroffen werden. Ein deutlicher Unterschied bezüglich der Retinalzusammensetzung konnte anhand ihrer C-C-, C=C-, C=N-Streckschwingungen in den RR-Spektren zwischen dem unbelichteten initialen Dunkelzustand Rh-D und dem belichtungsbedingt erzeugten Rh-Bl-Zustand festgestellt werden. Der Rh-D-Zustand besteht hauptsächlich aus der all-trans-Retinal bindenden Rh-Blall-trans-Form (Abb. 4.7 A), während der Rh-Bl-Zustand aus ähnlichen Anteilen der Rh-Blall-trans- und der Rh-Bl13-cis-Form zusammengesetzt ist (Abb. 4.7 A und B). Im Gegensatz zu BR, dessen Lichtadaptation eine nahezu homogene all-trans-Konfiguration im Grundzustand zur Folge hat [114], während der dunkeladaptierte Zustand eine Mischung aus all-trans- und 13-cis-gebundener Probe darstellt, zieht die Belichtung von Cr-HKR1 die Heterogenität der Retinalkonfiguration nach sich. Hinweise auf eine Regenerierung des Rh-D-Zustandes mit reiner all-trans-Retinal-Bindung durch Dunkeladaptation konnten nicht beobachtet werden. Somit scheint der Rh-D-Zustand ein expressions- und präparationsbedingter Vorzustand zu sein. Die Bildung dieses initialen Dunkelzustandes beruht auf der Aufreinigung ohne Tages- bzw. Weißlicht und vermutlich auf der Verwendung von all-trans-Retinal als supplementiertem Chromophor während der Proteinherstellung. Nach längerer Belichtung inklusive Übergang in den Rh-UV-Zustand wird der heterogene Rh-Bl-Zustand gebildet. Es konnte für beide Rh-Bl-Komponenten der protonierte Zustand der Schiff’schen Base durch die hochfrequente Lage und die H/D-Sensitivität der C=N-Streckschwingungen im RR-Spektrum nachgewiesen werden. Die Schiff’schen Basen der beiden Retinal-Konformationen zeigen unterschiedlich stark ausgeprägte Wechselwirkungen mit den Gegenionen, was an der abweichenden Frequenz der C=N-/ und N-H-ip-Schwingungsmoden deutlich wird. Das all-trans-Isomer bildet vermutlich stärkere Wasserstoffbrückenbindungen mit dem Gegenion aus als das 13-cis-Isomer, was an der höheren Frequenz der C=N-Streckschwingungsmode und der ungewöhnlich niedrigen Frequenz der N-H-
ip-Mode in der Rh-Blall-trans-Form zu erkennen ist (siehe Abb. 3.30-3.34). Die darauf beruhende hohe Stabilisierung könnte ein weiterer Grund sein, weshalb diese Form als initialer Dunkelzustand gebildet wird und keine thermische Isomerisierung zur Rh-Bl13-cis-Form vor Belichtung beobachtet werden kann. 
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Die parallele Existenz von all-trans-C15=N-anti- und 13-cis-C15=N-syn als Retinal-Konformationen konnte im dunkeladaptierten Dunkelzustand von Bakteriorhodopsin nachgewiesen werden. Auch in anderen mikrobiellen Rhodopsinen, wie beispielsweise in dem Kanalrhodopsin Chr2 und dem sensorischen ASR, ließ sich die Bindung dieser beiden Retinalkonfigurationen im Dunkelzustand belegen [138], [157]. Beide Retinalisomere nehmen eine ähnliche räumliche Orientierung ein, so dass ähnliche absorptionsspektroskopische Eigenschaften wie in Rh-Blall-trans und Rh-Bl13-cis von Cr-HKR1 möglich sind. Die dennoch existierenden geringen spektralen 
Differenzen sind auf die erhöhte π-Elektronen-Delokalisation in der all-trans-Konfiguration 
(λmax= 492 nm) zurückzuführen, was eine leichte bathochrome Verschiebung verglichen mit dem Absorptionsmaximum der 13-cis-Form (λmax= 485 nm) bewirkt [287]. Die C15=N-anti-Konfiguration des Rh-Blall-trans-Anteils konnte aufgrund der H/D-Unempfindlichkeit seiner C-C-Signale in den RR-Spektren als erwiesen angesehen werden. Allerdings konnte die C15=N-Konfiguration für die Rh-Bl13-cis-Form nicht bestimmt werden, da die 13-cis-spezifischen Signale und Isotopeneffekte nach H/D-Austausch [115] in den RR-Spektren nicht eindeutig nachweisbar waren (siehe Abb. 3.30 und 3.31) und die C15=N-(syn- oder anti-) Konfiguration in den Retinalextraktionen nicht stabil ist. Der Grund für die fehlenden 13-cis-Signale in D2O-haltigem Puffer ist bisher nicht bekannt. Möglicherweise führt der H/D-Austausch zu einer Verschiebung des Isomerengleichgewichtes zum all-trans-Retinal oder ungewöhnliche H/D-Effekte sind die Ursache. Zusätzlich zeigte die Cr-HKR1-Probe aus ungeklärtem Grund wenig Toleranz für den H/D-Austausch, so dass ein Großteil der Probe aggregierte und keine lichtabsorptiven Eigenschaften mehr aufwies.  Für beide der in Rh-Bl enthaltenen Retinalformen konnte eine lichtaktivierte Isomerisierung und eine Deprotonierung der Schiff’schen Base beobachtet werden. Diese wurde einerseits deutlich an dem kompletten Ausbleichen der Rh-Bl-Absorptionsform nach Belichtung und der vollständigen Konvertierung in den Rh-UV-Zustand. Zudem blieb die Heterogenität der Probe auch in der Rh-UV-Form erhalten (siehe Abschnitt 3.4.5), so dass von zwei parallel verlaufenden Photozyklen der beiden Isomeren ausgegangen werden kann (Abb. 4.6). Daher erfolgt sowohl aus der all-trans-Komponente als auch aus der 13-cis-Komponente des Rh-Bl-Zustandes die jeweilige photoinduzierte Isomerisierung. Es werden zwei parallele Photozyklen initiiert, deren Photoprodukte sich jeweils in der Chromophorkonfiguration unterscheiden.  
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 Abb. 4.6 Vereinfachtes Schema der beiden parallel verlaufenden syn- und anti-Photzyklen als Folge der Isomeren-Heterogenität in Cr-HKR1  So kommt es bei Anregung des Rh-Blall-trans-Anteils im anti-Photozyklus zu einer trans-cis-Isomerisierung der C13=C14-Bindung der Polyenkette des Retinals und Bildung der deprotonierten Rh-UV13-cis-Form. Die Belichtung des Rh-Bl13-cis-Anteils hat hingegen eine cis-
trans-Isomerisierung zur Folge und die Rh-UVall-trans-Form wird gebildet. Es kann ein deutlicher Unterschied der Absorptionsmaxima zwischen den beiden Rh-UV-Formen festgestellt werden. Das all-trans-Retinal bindende Rh-UV zeigt aufgrund der retinalstrukturbedingten stärkeren π-Elektronen-Delokalisation eine um 15 nm bathochrome Verschiebung (λmax= 395 nm) im Vergleich zur 13-cis-Form (λmax= 380 nm).  In den RR-Untersuchungen konnte unter anderem anhand ihrer H/D-Unempfindlichkeit die Deprotonierung der Schiff’schen Base im Zuge der Rh-UV-Bildung verifiziert werden. Diese hat 
aufgrund der herabgesetzten π-Elektronendelokalisation der konjugierten Doppelbindungen des Retinals die im Vergleich zum Rh-Bl-Zustand starke hypsochrome Absorptionsverschiebung zur Folge. In den RR-Messungen kam es trotz der Heterogenität des Rh-UV-Zustandes besonders zu einer Verstärkung der 13-cis-Anteile. Diese wiesen große Übereinstimmungen mit den RR-Signalen des BR-M-Zustandes auf, für den eine 13-cis-C15=N-anti-Konfiguration beschrieben wurde [182], [285]. Aus diesem Grund kann für die Rh-UV13-cis-Form die C15=N-anti-Konformation ebenfalls angenommen werden. Zusätzlich konnten all-trans-spezifische Signale identifiziert werden. Die Rh-UVall-trans-Form war in den RR-Untersuchungen durch die Tieftemperaturen allerdings weniger gut stabilisierbar als die Rh-UV13-cis-Form. Dadurch resultierte die kontinuierliche Dauerbelichtung während der Messung in einer vermehrten Initiierung des Photozyklus ausgehend vom all-trans-Anteil, wodurch es vermutlich bereits während der Messung zu einer Abnahme des Rh-UVall-trans-Anteils kam. In den Raumtemperatur-RR-Messungen bewirkten sekundäre photochemische Effekte infolge der kontinuierlichen blauen Hintergrundbelichtung (siehe Abschnitt 4.4.4.3) eine noch deutlichere Reduzierung des Rh-UVall-trans-Anteils in der Probe.  Nicht eindeutig interpretierbar war, ob die Photozyklusinitiation in den RR-Messungen der Rh-UV-Zustände in einer Aufnahme von Signalen der kurzlebigen Photointermediate des Rh-UV-
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nach-Rh-Bl-Überganges als Nebenprodukte resultierte. Der Zerfall der Intermediate müsste unter dieser Annahme durch die tiefen Temperaturen stark verzögert werden. Die hohen Frequenzen ihrer C=C-Banden ließen Photointermediate für den Übergang aus dem Rh-UV- in den Rh-Bl-Zustand vermuten, deren Absorptionsmaxima weit im kurzwelligen Bereich des Spektrums liegen (Abb. 3.37). Das könnte zu der Verstärkung der Signale dieser Intermediate unter kurzwelligem Laserlicht führen. Diese Ergebnisse zeigen sich konsistent mit der Identifizierung der Rh-UV‘-Intermediate aus den laserspektroskopischen zeitaufgelösten Absorptionsverläufen (Rh-UV-nach-Rh-Bl), deren Absorptionsmaxima in einem ähnlichen Bereich wie die Ausgangs-Rh-UV-Zustände liegen. Da es unklar ist, ob die tiefe Temperatur eine verzögernde Wirkung auf den Zerfall derartiger Intermediate hat, ist diese Zuordnung fraglich. Sie könnten auch von isolierten C=C-Streckschwingungsmoden stammen, die besonders auf den all-trans-Anteil in Rh-UV zurückzuführen wären [114].   
4.4.4.1 Reaktionsabläufe der Rh-Bl-nach-Rh-UV-Konvertierung Auf Basis dieser Ergebnisse konnte ein genaueres Schema für die ablaufenden Reaktionen entworfen werden (Abb. 4.7). Es wird im Rh-Bl-Zustand von einer Mischung aus all-trans-C15=N-
anti- und einer 13-cis-C15=N-syn-Konfiguration ausgegangen. Die Möglichkeit der ähnlichen räumlichen Orientierung und intramolekularen Interaktionen in der Retinalbindetasche dieser beiden Retinalkonfigurationen führt nur zu leichten Abweichungen der Absorptionsmaxima (Abb. 4.7 B und C). In beiden Konfigurationen ist die positive Ladung der protonierten Schiff’schen Base der funktionellen Carboxylat-Gruppe des Gegenions D239 zugewandt, die in den Rh-Bl-Formen infolge eines niedrigen pKa-Wertes deprotoniert vorliegen und negativ geladen sind. Dadurch erfolgt die elektrostatische Stabilisierung der beiden Rh-Bl-Grundzustände. Ebenfalls damit verbunden ist die Erhöhung des pKa-Wertes der protonierten Schiff’schen Base [84]. Die Belichtung der Proben bewirkt eine Einfach-Isomerisierung um die C13=C14-Bindung in der Polyenkette des Retinals. Dies zieht im Fall der all-trans-C15=anti-Form die Bildung einer 13-cis-C15=anti-Konfiguration nach sich (Abb. 4.7 B). Aus der 13-cis-C15=N-syn-Konfiguration entsteht das all-trans-C15=N-syn-Isomer (Abb. 4.7 C). Beide Reaktionen führen zu einer Destabilisierung der protonierten Schiff’schen Base, da es zu einer Positionierung der positiven Ladung auf der vom Gegenion abgewandten Seite durch die jeweilige Isomerisierung kommt. Die elektrostatisch stabilisierende Interaktion der Schiff’schen Base mit dem Gegenion ist nicht mehr gegeben und die Energiedifferenz zwischen Grundzustand und angeregtem Zustand wird verringert. Darauf folgt eine bathochrome Verschiebung, die in den frühen Photoprodukten der Rh-Bl-nach Rh-UV-Konvertierung spektroskopisch sichtbar wird [84]. Die deutliche Rotverschiebung des ersten identifizierten Intermediates (Intermediat 1, 
λmax= 555 nm) verglichen mit der jeweiligen Rh-Bl-Form als Ausgangszustand, impliziert die bereits stattgefundene Isomerisierung. Als Folge der destabilisierenden strukturellen Änderungen wird der pKa-Wert der Schiff’schen Base herabgesetzt und es werden die Voraussetzungen für die Deprotonierung der Schiff’schen Base, im Fall von Cr-HKR1 die direkte Übertragungsreaktion des Schiffbasen-Protons auf die funktionelle Gruppe des D239, geschaffen. Die Isomerisierung löst vermutlich weitere strukturelle Änderungen und die Erhöhung des pKa-Wertes der Carboxylat-Gruppe von D239 aus, bevor die Deprotonierung erfolgen kann, da vor der Rh-UV-Bildung drei rotverschobene Intermediate identifiziert werden konnten [328]. Aufgrund der wiederum ähnlichen Orientierung der beiden noch protonierten Chromophore in der 13-cis-C15=anti-Konfiguration (Abb. 4.7 A) und der all-trans-C15=N-syn-Konfiguration (Abb. 4.7 B) in der Retinalbindetasche, sind die beiden parallelen photozyklischen Reaktionsabläufe denkbar, deren Intermediate sich spektral ebenfalls nur wenig unterscheiden.  
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 Abb. 4.7 Detaillierte Analyse der Rh-Bl-nach-Rh-UV-Konvertierung in Cr-HKR1. Struktur von all-trans-Retinal mit protonierter Schiff’scher Base (A). Schematische Darstellung der Abläufe der Isomerisierung und Protonenübertragungsreaktionen für den lichtinduzierten Übergang aus dem Rh-Bl- in den Rh-UV-Zustand der Rh-Blall-trans-15-anti-Form (B) und der Rh-Bl13-cis-15-syn-Form (C).   Die beiden Reaktionswege basieren auf der Isomerisierung, Destabilisierung und Absenkung des pKa-Wertes der Schiff’schen Base, welche hierbei deprotoniert wird. Durch die zusätzlich im Zuge der Umstrukturierungen erfolgende Erhöhung des pKa-Wertes der Carboxylat-Gruppe des D239 wird das Schiffbasen-Proton auf das D239 übertragen, welches damit seine negative Ladung verliert. Im Fall von Rh-Bl mit der all-trans-C15=N-anti-Konfiguration als Ausgangsform (anti-Photozyklus) wird demnach über die noch protonierten Zwischenprodukte mit der 13-cis-C15=N-anti-Konfiguration das deprotonierte Rh-UV mit der 13-cis-C15=N-anti-Konfiguration gebildet (Abb. 4.7 B). Bei dem 13-cis-C15=N-syn-Isomer als Rh-Bl-Ausgangskonfiguration (syn-Photozyklus) kommt es über die frühen Intermediate mit der all-trans-C15=N-syn-Konfiguration zur Bildung des deprotonierten Rh-UV-Zustandes mit der all-trans-C15=N-syn-Konfiguration (Abb. 4.7 C). In beiden Rh-UV-Konformationen ist das nun freie Elektronenpaar der Schiff’schen Base auf der vom D239 abgewandten Seite in der Retinalbindetasche lokalisiert, was vermutlich den niedrigen pKa-Wert der Schiffbase und den hohen pKa-Wert der COOH-Gruppe des Gegenions aufrecht erhält. An dieser Stufe der Photozyklen kommt es zu einem vorzeitigen Stoppen der Reaktionswege. Die strukturellen Modifikationen im Zuge der Rh-UV-Bildung führen zu einer starken Stabilisierung dieser Konformationen und sorgen dafür, dass die Erhöhung des pKa-Wertes der Schiff’schen Base erst nach belichtungsbedingter Anregung des Rh-UV-Zustandes erfolgt. 
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4.4.4.2 Reaktionsabläufe der Rh-UV-nach-Rh-Bl-Konvertierung Anhand der bisherigen Analysen kann man von einer Mischung aus der 13-cis-C15=N-anti- und der all-trans-C15=N-syn-Konfiguration des Retinals mit deprotonierter Schiff’scher Base im Rh-UV-Zustand ausgehen (Abb. 4.8 A und B). In beiden Retinalformen liegt das freie Elektronenpaar der deprotonierten Schiff’schen Base auf der von dem D239 abgewandten Seite. Die freie COOH-Gruppe des D239 besitzt einen hohen und die Schiff’sche Base einen niedrigen pKa-Wert, was zu der Stabilisierung der Rh-UV-Formen führt. Interessanterweise zeigen besonders die beiden Rh-UV-Formen mit einer Abweichung von 15 nm einen relativ großen Unterschied hinsichtlich ihrer Absorptionsmaxima. Aufgrund der generell geringeren Wechselwirkungen mit der Proteinumgebung bei deprotoniertem Chromophor ist es ungewöhnlich, dass die konfigurationsbedingten Abweichungen in den deprotonierten Rh-UV-Zuständen größer sind als in den protonierten Rh-Bl-Formen. Nach lichtinduzierter Anregung der beiden Rh-UV-Varianten kommt es parallel in syn- und anti-Photozyklus zu der Bildung des jeweiligen Photo-intermediates, welches sehr ähnliche Absorptionseigenschaften wie der Ausgangszustand hat und dementsprechend als Rh-UV‘ bezeichnet wird. Das potentielle Gegenion D239 liegt in dieser Phase des Photozyklus protoniert vor. Hinsichtlich der Reihenfolge der in dieser Reaktionsrichtung ablaufenden Prozesse, wie Isomerisierung und Reprotonierung der Schiff’schen Base sind theoretisch zwei verschiedene Hypothesen denkbar.  In der ersten Hypothese (Abb. 4.8 Hypothese 1) würde die Bildung des Photointermediates Rh-UV‘ unter rein strukturellen Veränderungen des Proteins erfolgen, ohne dass es bereits zu einer Isomerisierung des Retinals kommt. Ein derartiger Vorgang wäre vorstellbar, wenn es nach Belichtung im angeregten Zustand zu einer Ladungsverschiebung am Stickstoffatom des Retinals kommen würde, welche einen Protontransfer vom Protondonor auf die Schiff’sche Base ermöglicht. Erst nach der Reprotonierung würde die Rotation um die C13=C14-Bindung des Retinals erfolgen. Die Hypothese würde zwar die übereinstimmenden Absorptionseigenschaften von Ausgangszustand und Rh-UV‘ erklären, da die Retinalkonfiguration noch nicht verändert wäre. Gleichzeitig würde dies aber bedeuten, dass eine Reprotonierung der Schiff’schen Base vor der Isomerisierung eintreten müsste. Hierbei würde man die Entstehung eines rotverschobenen Primärproduktes als ersten elektronischen Grundzustand erwarten, welches eine protonierte Schiff’sche Base aufweist und dessen Retinalkonfiguration noch dem deprotonierten Ausgangszustand gleicht. Ein solches Photoprodukt konnte im Cr-HKR1-Photozyklus bisher nicht identifiziert werden, so dass es entweder nicht vorhanden oder zu kurzlebig ist. Außer dem noch deprotoniert vorliegendem Rh-UV‘ konnten keine Intermediate beobachtet werden. Aus diesem Grund kann Hypothese 1 als eher unwahrscheinlich angesehen werden. Zusätzlich ist fraglich, ob eine Reprotonierung der RSB in Cr-HKR1 ohne vorher erfolgende Isomerisierung eintreten kann und ob eine Ladungsverschiebung für den Protontransfer ausreichen würde. Denn außer dem D239 ist kein potentieller Protondonor in Cr-HKR1 bekannt und das freie Elektronenpaar der Schiff’schen Base bliebe ohne Retinalkonfigurationsänderung abgewandt von der funktionellen Gruppe des D239 lokalisiert. Unklar wäre auch, wie die Lichtenergie vom Zeitpunkt der Anregung bis zur später erfolgenden Isomerisierung im Protein gespeichert werden könnte.  Als zweite Hypothese (Abb. 4.8 Hypothese 2) erfolgt im Zuge der Bildung des Photointermediates Rh-UV‘ auch die Einfach-Isomerisierung der jeweiligen Retinalform um die C13=C14-Bindung in entgegengesetzter Richtung zur Rh-Bl-nach Rh-UV-Konvertierung. Auch wenn eine eindeutige Bestimmung der Konfiguration für die beiden Rh-UV‘-Intermediate bisher nicht möglich war, ist die entsprechende Retinal-Isomerisierung an diesem Punkt sehr wahrscheinlich.  
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Denn so führt die aufgenommene Lichtenergie direkt die Isomerisierung herbei, und hierbei werden die strukturellen Voraussetzungen zur Reprotonierung der Schiff’schen Base geschaffen. Gegen diese Hypothese spricht die Tatsache, dass keine spektralen Unterschiede zwischen dem Ausgangs-Rh-UV und dem jeweilig zugeordneten Rh-UV‘ zu erkennen sind, welche infolge der Konfigurationsänderung des Retinals erwartet werden. Dieses Gegenargument kann aber durch die Annahme einer ungewöhnlich geringen Polarität in der Retinalbindetasche überwunden werden. In einem solchen Fall wirken sich die Konfigurationsänderungen des Retinals aufgrund der fehlenden Interaktionen mit den unpolaren Resten des Proteins in der Retinalbindetasche nicht in einer Absorptionsverschiebung aus. Eine geringe Polarität in der Retinalbindetasche wurde bereits wegen der ungewöhnlich langen Lebensdauer der angeregten Zustände in den ultraschnellen Messungen vermutet (siehe auch Abschnitt 4.4.3). Ein weiteres Argument gegen diese Hypothese liegt in der schwierigeren Isomerisierung um die Doppelbindung des deprotonierten Retinals durch die höhere Eneregiebarriere. Doch auch hier könnte der identifizierte verlängerte angeregte Zustand eine Folge dieser Tatsache sein. Des Weiteren konnte eine geringere Quanteneffizienz der Rh-UV-nach-Rh-Bl-Konvertierung als in entgegengesetzter Reaktionsrichtung beschrieben werden [329]. Auch dies könnte eine Folge der zu überwindenden höheren Energiebarriere sein. Demnach resultiert die Isomerisierung der 13-cis-C15=N-anti-Konfiguration in der Bildung des Rh-UV‘-Intermediates mit all-trans-C15=N-anti-Konfiguration (Abb. 4.8 A) und die Isomeri-sierung der all-trans-C15=N-syn-Konfiguration führt zur Bildung des Rh-UV‘-Intermediates mit 13-cis-C15=N-syn-Konfiguration (Abb. 4.8 B). Durch die Rotation kommt es zu einer Positionierung des freien Schiffbasen-Elektronenpaares auf der dem D239 zugewandten Seite, was vermutlich zur Erhöhung des pKa-Wertes der Schiff’schen Base und zur Absenkung des pKa-Wertes der freien COOH-Gruppe des D239 beiträgt. In der Folge wird die Protonenübertragungsreaktion von der funktionellen Gruppe des D239 auf die Schiff’sche Base ausgelöst, so dass die beiden Rh-Bl-Formen mit der all-trans-C15=N-anti- und der 13-cis-C15=N-
syn-Konfiguration gebildet werden.  
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 Abb. 4.8 Detaillierte Analyse der Rh-UV-nach-Rh-Bl-Konvertierung in Cr-HKR1. Schematische Abläufe der Isomerisierung und Protonenübertragungsreaktionen für den lichtinduzierten Übergang aus dem Rh-UV- in den Rh-Bl-Zustand der Rh-UV13-cis-15-anti-Form (A) und der Rh-UVall-trans-15-syn-Form (B). Die unwahrscheinliche Hypothese 1 beschreibt die Möglichkeit der Isomerisierung nach Rh-UV‘-Bildung und nach Reprotonierung der Schiff’schen Base. Die wahrscheinliche Hypothese 2 zeigt die erfolgenden Reaktionsschritte mit einer Isomerisierung bei Rh-UV‘-Bildung als Voraussetzung für die Reprotonierung der Schiff’schen Base.  Es stellen also in beiden parallel verlaufenden Photzyklen der klassische Weg aus Deprotonierung und Reprotonierung der Schiff’schen Base in Kombination mit der jeweils entgegengesetzten reversiblen C13=C14-Einfachisomerisierung in der Polyenkette des Retinals die Grundlagen der ablaufenden Prozesse dar. Als Besonderheit kommt es zu der ungewöhnlichen Stabilisierung des deprotonierten Zustandes und einer Unterbrechung des Fortlaufens der photozyklischen Reaktionen. Daher ist für das vollständige Durchlaufen der einzelnen Photozyklen die Anregung mit zwei Photonen verschiedener Energie notwendig. Zusätzlich lässt sich festhalten, dass an mindestens einer Position ein Übergang in den jeweils anderen parallelen Photozyklus möglich sein muss. Wäre dies nicht der Fall, könnte es aus dem bezüglich der Retinalkonfiguration nahezu homogenen Rh-D-Zustand nach Belichtung nicht zum Übergang in den Rh-Bl-Zustand mit Vorliegen eines Isomerengemisches kommen.  Die Bindung der beiden Retinalisomere all-trans-C15=N-anti und 13-cis-C15=N-syn im Dunkelzustand sowie die Entwicklung von zwei daraus resultierenden Photozyklen konnten beispielsweise auch in ASR aus Anabaena und im Kanalrhodopsin ChR2 aus Chlamydomonas beschrieben werden [138], [157], [158]. Im ASR führt allerdings jede Anregung zu einer Kreuzung zwischen den beiden Photozyklen und resultiert in der Entstehung des Dunkelzustandes mit der jeweils anderen Retinalkonfiguration (siehe Abb. 1.10). Außerdem verlaufen die beiden Photozyklen nicht gleichförmig, sondern die Anregung der 13-cis-Form zeigt einen anderen photozyklischen Verlauf als die all-trans-Form. Im ChR2 zeigen die von der all-trans- und 13-cis-Form ausgehenden Photozyklen einen ähnlichen Verlauf.  
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Es lassen sich dennoch Unterschiede der beiden parallel gebildeten leitenden Zustände feststellen. Eine Kreuzung zwischen den beiden Photozyklen findet an Position der jeweiligen Dunkelzustände statt [138]. Ein solcher Übergang zwischen den beiden Dunkelzuständen kann sowohl lichtinduziert in beide Richtungen als auch durch längere Dunkeladaptationsphasen von der 13-cis- in die all-trans-Dunkelform erfolgen. Dies stellt einen Unterschied zu den Ergebnissen in Cr-HKR1 dar. Hier konnte auch bei langen Dunkeladaptationsphasen keine thermische Rückkonvertierung von der 13-cis-Form in die all-trans-Form des Rh-Bl-Zustandes beobachtet werden.  
4.4.4.3 Photozyklus-Crossing zwischen syn- und anti-Photozyklus in Cr-HKR1 Besondere Beobachtungen während der Rh-UV-Generierung aus der Rh-Bl-Form ließen vermuten, dass der Übergang von einem in den anderen Photozyklus vermutlich in der Photozyklus-Hälfte der Rh-UV-nach-Rh-Bl-Konvertierung stattfinden muss. Bei Bildung des Rh-UV-Zustandes war eine Abhängigkeit zwischen dem gewählten Ausgangs-Zustand sowie der Belichtungswellenlänge und dem Charakter des erzeugten Rh-UV-Spektrums zu erkennen. Die eindeutige Bildung der 13-cis-Rh-UV-Form gelang infolge der Anregung des homogenen Rh-D-Zustandes (reines all-trans-Retinal), dessen photochemische Konvertierung unabhängig von der Belichtungswellenlänge in der als Rh-UV1 bezeichneten Rh-UV13-cis-Form mit dem Absorptionsmaximum von 380 nm resultierte. Die entstehende nahezu gleichteilige Mischung von Rh-UV13-cis und Rh-UVall-trans durch Belichtung der heterogenen Rh-Bl-Probe war hingegen schwieriger zu identifizieren. Es kam hierbei zu einer von der Belichtungswellenlänge abhängigen Reduzierung des Rh-UVall-trans-Anteils durch sekundäre photochemische Effekte, welche sich absorptionsspektroskopisch folgendermaßen äußerte: Bei der Konvertierung von Rh-Bl mit langwelligem Licht (Orange oder Grün) war eine deutliche Veränderung des resultierenden Rh-UV-Spektrums (Rh-UV2-Spektrum = Rh-UVall-trans+13-cis) durch den deutlichen enthaltenen all-trans-Anteil im Vergleich zur überwiegenden Rh-UV13-cis-Form (Rh-UV1-Spektrum) zu erkennen. Bei Belichtung mit kurzwelligem Blaulicht kam es zusätzlich zur Rh-Bl-Anregung zu einer Anregung der bis in den blauen Bereich des Spektrums absorbierenden Rh-UVall-trans-Form. Die Rh-UV13-cis-Form bleibt durch blaues Licht hingegen weitgehend unbeeinflusst. Daher folgte durch die Verwendung von kurzwelligen Blaulichtquellen der lichtinduzierte Übergang der Rh-UVall-trans-Form in die Rh-UV13-cis-Form und somit eine Abnahme des Rh-UVall-trans-Anteils. Eine lichtinduzierte Verschiebung des Gleichgewichtes von der Rh-UV13-cis-Form in die Rh-UVall-trans-Form kann hingegen spektral nicht beobachtet werden. Vorstellbar ist, dass dieser dennoch stattfindet aber aufgrund der dafür benötigten sehr kurzwelligen UVA-Belichtung ein sofortiger Übergang in den Rh-Bl-Zustand folgt. Eine reine Rh-UVall-trans-Form konnte experimentell nicht erzeugt werden. Die prägnanten Absorptionsunterschiede der beiden Rh-UV-Formen ließen sich aufgrund ihrer überschneidenden Absorptionsspektren erst durch die Bildung eines Differenzspektrums darlegen, in welchem das von der Rh-UV13-cis-Form dominierte Spektrum (Rh-UV1) anteilig von dem Rh-UVall-trans+13-cis-Spektrum (Rh-UV2) subtrahiert wurde. Dieses resultierte in dem reinen bathochrom verschobenen Rh-UV-all-trans-Spektrum. Es muss also eine Verschiebung des Gleichgewichtes zugunsten der Rh-UV-13-cis-Form durch einen Übertritt aus dem syn- in den anti-Photozyklus durch blaues Licht induziert werden, da hierbei ausschließlich der etwas langwelliger absorbierende Rh-UVall-trans-Anteil durch die kurzwelligen Blaulichtanteile effizient angeregt wird. Bei Verwendung von langwelliger 
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Belichtung (Grün oder Orange) hingegen erfolgt keine weitere Anregung, und er verbleibt in der all-trans-Konfiguration des syn-Photozyklus. Dieser Anteil der Probe spiegelt den ungefähren Anteil der 13-cis-Komponente des Rh-Bl-Zustandes wider. Andererseits wird deutlich, dass diese Photzykluskreuzung grundsätzlich in beiden Richtungen (syn → anti und anti → syn) erfolgen muss. Wäre dies nicht der Fall, müsste die Isomeren-Homogenität der im Dunkeln präparierten Rh-D-Probe (Rh-Blall-trans) auch nach Belichtung erhalten bleiben. Diese geht aber zumindest unter Langzeitbelichtung im Verlauf der lichtaktivierten Rh-D-nach-Rh-UV-Konvertierung und der anschließenden Rh-UV-nach Rh-Bl-Konvertierung verloren. Daraufhin stellte sich die Frage nach dem exakten Verbindungspunkt zwischen dem syn- und dem anti-Photozyklus. Aufgrund der beobachteten Verschiebungen des Isomerengleichgewichtes, die insbesondere den Rh-UV-Zustand betreffen, wird in den folgenden Hypothesen ein Übergang zwischen syn- und anti-Photozyklus in der zweiten Photozyklus-Hälfte (Rh-UV-nach-Rh-Bl-Konvertierung) angenommen. Eine Kreuzungsreaktion in der ersten Photozyklus-Hälfte kann aber unter den bisherigen Erkenntnissen ebenfalls nicht ausgeschlossen werden und soll im Anschluss an die ausführlich dargestellten Hypothesen kurz diskutiert werden. Geht man von einer Photozyklus-Kreuzung innerhalb der zweiten Photozyklus-Hälften (Rh-UV → Rh-Bl) aus, gibt es grundsätzlich zwei mögliche Ausgangspunkte für die Kreuzung. Es könnte sich hierbei um die Rh-UV-Zustände oder die Rh-UV’-Intermediate handeln. Während erstere Möglichkeit eine unterschiedlich große Effizienz der jeweiligen resultierenden Reaktion voraussetzt, ist in der zweiten Möglichkeit ein Zwei-Photonen-Prozess notwendig, um die Anregung der Rh-UV‘-Formen zu bewirken. Alle im Folgenden vorgestellten Möglichkeiten basieren auf der Hypothese, dass die C13=C14-Isomerisierung bei Rh-UV‘-Bildung bereits erfolgt ist (Abb. 4.8 Hypothese 2), Unter Annahme der Rh-UV-Zustände als Verbindungspunkt zwischen den beiden parallelen Photozyklen sind zwei verschiedene Wege denkbar, über welche ein Übergang erfolgen könnte (Abb. 4.9; XA1 und XA2). Die erste Möglichkeit stellt die direkte Konvertierung zwischen den beiden Rh-UV-Grundzuständen in den jeweils parallel existierenden Isomer dar (Abb. 4.9 A-C; XA1). Diese Reaktion erfordert eine Doppelisomerisierung um die C13=C14-Bindung der Polyenkette des Retinals und die C15=N-Bindung der Schiff’schen Base. Sie stünde in Konkurrenz zu der lichtinduzierten Einfach-Isomerisieung (Rotation um die C13=C14-Bindung), die in Konsequenz zur Rh-Bl-Bildung führt. Diese Möglichkeit würde voraussetzen, dass die Doppelisomerisierung als Nebenreaktion mit einer weitaus geringeren Effizienz stattfinden muss als die Einfachisomerisierung als Hauptreaktion, da in den Kurzzeitanregungen der Laserexperimente (Blitzlichtphotolyse oder Pump-Probe-Messungen) eine effiziente Konvertierung in den Rh-Bl-Zustand beobachtet werden konnte. Wäre die Doppelisomerisieung die hauptsächlich auftretende Reaktion, hätte überwiegend ein Schalten zwischen den beiden Rh-UV-Formen erfolgen müssen. Unter Annahme von Möglichkeit XA1 müsste es bei Anregung mit kurzwelligem UVA-Licht der beiden Rh-UV-Zustände zu einer Hauptreaktion unter Einfachisomerisierung über das Rh-UV‘-Intermediat in den Rh-Bl-Zustand und zu einer Nebenreaktion unter Doppelisomerisierung in den jeweils anderen Rh-UV-Zustand kommen. Durch die in beide Richtungen ablaufende Nebenreaktion wird die Heterogenität der Probe hervorgerufen. Da bei langer Belichtung mit UVA-Licht eine Anregung sowohl der Rh-UV-Formen als auch eine Restabsorption der Rh-Bl-Formen gegeben ist, kommt es zu einer vielfachen Wiederholung der Konvertierung und auch bei geringen Effizienzen der Nebenreaktion wird eine Heterogenität der Probe induziert. Unter Langzeitbelichtung mit Blaulicht ist dennoch eine quantitative Abnahme der Rh-UV-all-trans-Form des syn-Photozyklus zugunsten der Rh-UV13-cis-Form des anti-Photozyklus zu verzeichnen. Dies könnte mit der Tatsache erklärt werden, dass durch die lange Belichtungsphase die vielfache Wiederholung der 
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Anregung besonders die Rh-Bl-Formen und den Rh-UVall-trans-15-syn-Anteils durch die Absorption von blauem Licht betrifft.  Bei jedem Photozyklus wird in einem Teil der Rh-UVall-trans-15-syn-Form eine Doppelisomerisierung induziert, was in einem Übergang in die Rh-UV13-cis-15-anti-Form resultiert. Der Rest des angeregten Proteins wird wiederum in die Rh-Bl13-cis-15-syn-Form überführt, die durch das anhaltende Licht wieder in die Rh-UVall-trans-15-syn-Form konvertiert wird, bei welchem die Auftrennung in Haupt- und Nebenreaktion wieder von Neuem beginnt. Aufgrund des kurzwelliger absorbierenden Spektrums von Rh-UV13-cis-15-anti ist dieser von einer Anregung mit blauem Licht weitgehend ausgenommen. Mit steigender Belichtungsdauer wird daher das Isomeren-Gleichgewicht in Richtung der Rh-UV13-cis-15-anti-Form verschoben trotz der geringeren Effizienz der Nebenreaktion. Als weiterer Verbindungsweg wäre eine Konvertierung aus den Rh-UV-Formen in das jeweilige Rh-UV‘-Intermediat des parallelen Photozyklus denkbar (Abb. 4.9 A-C; XA2), die alternativ zu der Konvertierung in das Rh-UV‘-intermediat des eigenen Photozyklus stattfindet. Hierfür wäre die Einfachisomersierung um die C15=N-Bindung eine Voraussetzung für die Kreuzungsreaktion. Wie schon für den möglichen Kreuzungspunkt XA1 erläutert, stünde auch hier die Nebenreaktion in Konkurrenz zu der Hauptreaktion, der Einfachisomerisierung um die C13=C14-Bindung des Retinals. Im Gegensatz zu Weg XA1 würde der Weg XA2 allerdings auch bei einer Kreuzungsreaktion in einer Bildung des Rh-Bl-Zustandes resultieren, da das Rh-UV‘-Intermediat thermisch nicht stabil ist und einen Übergang in die jeweilige Rh-Bl-Form zeigt. Unter kurzwelliger Belichtung (UVA-Licht) würde auch hier der Wechsel zwischen den Photozyklen in beide Richtungen verlaufen. Die langen Belichtungszeiten würden auch in diesem Fall infolge der multiplen Wiederholung der Prozesse die Wahrscheinlichkeit der Kreuzungsreaktionen erhöhen.  
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 Abb. 4.9 Darstellung der postulierten Kreuzungsreaktionen zwischen den parallelen Photozyklen in Cr-HKR1 basierend auf dem Rh-UV-Zustand. Vereinfachtes Photozyklusschema für den parallelen Übergang aus den Rh-Bl-Formen in die Rh-UV-Formen und aus den Rh-UV-Formen in die Rh-Bl-Formen (A) mit den möglichen Kreuzungspunkten zwischen den parallelen Photozyklen (XA1 und XA2) ausgehend von Rh-UVall-trans und Rh-UV13-cis. Für den Start jeder Photozyklushälfte (Rh-Bl-nach-Rh-UV; Rh-UV-nach-Rh-Bl) ist eine erneute lichtabhängige Anregung der Rh-Bl- bzw. der Rh-UV-Grundzustände notwendig. Schematische Darstellung der ablaufenden Reaktionen für den lichtinduzierten Übergang aus dem Rh-UV- in den Rh-Bl-Zustand der Rh-UV13-cis-Form (B) und der Rh-UVall-trans-Form (C) und der verschiedenen Hypothesen der Photozykluskreuzung XA1 und XA2 als Nebenreaktionen ausgehend von den beiden Rh-UV-Formen mit 13-cis-C15=N-anti-Konfiguration (in B) bzw. 13-trans-C15=N-syn-Konfiguration (in C) infolge der photochemischen Anregung durch kurzwelliges Licht (ca. 380-400 nm; violette Pfeile) bzw. blaues Licht (blaue Pfeile). Senkrecht verlaufen die Hauptreaktionspfade.  Auch die beobachtete Reduzierung des Rh-UVall-trans-15-syn-Anteils infolge von Langzeitbelichtung durch Blaulicht wäre unter Annahme von Weg XA2 erklärbar. So führt die Blaulichtanregung zu einer Konvertierung der Rh-Bl-Zustände von syn- und anti-Photozyklus in die Rh-UV-Formen. 
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Die anhaltende blaue Belichtung regt wiederum die Rh-UVall-trans-15-syn-Form an und es kommt mit oder ohne Kreuzung zwischen den Photozyklen über das Rh-UV‘-Intermediat zur Rh-Bl-Bildung, die wiederum zu den Rh-UV-Formen konvertiert wird. Selbst bei deutlich abweichenden Effizienzen im Auftreten von Haupt- und Nebenreaktion käme es so bei vielfacher Wiederholung durch lange Belichtungszeiten zu einer Verschiebung des Gleichgewichtes zur Rh-UV13-cis-15-anti-Form, die durch das blaue Licht nicht effizient angeregt wird. Die zweite grundsätzliche Möglichkeit eines Wechsels zwischen den beiden Photozyklen liegt in einem Zwei-Photonen-Prozess begründet (Abb. 4.10). Hierbei würden die beiden Rh-UV‘-Intermediate als Ausgangspunkte für die Photozykluskreuzung infrage kommen. Sie könnte nach dieser Hypothese durch Langzeitlichtexposition und damit verbundene sekundäre photochemische Effekte erfolgen. Zudem weist Rh-UV‘ sehr ähnliche Absorptionseigenschaften wie der jeweilige Ausgangszustand auf, was eine Anregung beider Zustände durch die gleiche Lichtquelle möglich macht. Mit einer Lebensdauer von mehreren Millisekunden sind die Rh-UV‘-Intermediate theoretisch lange genug existent, um das Ziel einer lichtbedingten sekundären Anregung zu werden, da die Absorption eines Photons im Femtosekundenbereich stattfindet [92]. Nicht ganz klar ist allerdings, ob die Existenz von wenigen Millisekunden ausreicht, um eine effiziente sekundäre Belichtung zu bewirken. So käme es im Vergleich zum Hauptreaktionsweg ohne Photozykluskreuzung auch bei dem Voraussetzen der Rh-UV‘-intermediate als Ausgangspunkt der Kreuzung zu einer weitaus geringeren Effizienz der Nebenreaktion. Da dieser Weg zu diesem Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden kann, sollen die damit verbundenen Möglichkeiten im Folgenden ebenfalls erläutert werden. Die langen Belichtungsdauern in den UV/Vis-spektroskopischen steady-state-Untersuchungen führen zu der parallelen Existenz von Licht und Rh-UV‘-Photointermediaten, welches in der Folge lichtinduziert in den jeweils anderen Photozyklus überführt wird. Es sind hierfür ebenfalls zwei verschiedene Wege denkbar (Abb. 4.10 XB1 und XB2). Es könnte entweder zu einer Konvertierung in das jeweils parallele Rh-UV‘ kommen (Abb. 4.10 A-C; XB1), wobei der Photozyklus daraufhin in dem parallelen Photozyklus mit der Rh-Bl-Bildung vollendet wird. Es müsste, eine Doppelisomerisierung, als eine Rotation sowohl um die C13=C14-Bindung der Polyenkette des Retinals als auch um die C15=N-Bindung der Schiff’schen Base, erfolgen. Als weiterer Weg wäre eine Konvertierung in den Rh-UV-Grundzustand des jeweils anderen Photozyklus (Abb. 4.10 A-C; XB2) denkbar. Für eine solche Reaktion wäre eine Einfachisomerisierung um die C15=N-Bindung ausreichend. Die UV/Vis-spektroskopischen Beobachtungen lassen sich durch beide Entwürfe erklären.   
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 Abb. 4.10 Darstellung der postulierten Kreuzungsreaktionen zwischen den parallelen Photozyklen in Cr-HKR1 basierend auf dem Rh-UV‘-Intermediat. Vereinfachtes Photozyklusschema für den parallelen Übergang aus den Rh-Bl-Formen in die Rh-UV-Formen und aus den Rh-UV-Formen in die Rh-Bl-Formen (A) mit den möglichen Kreuzungspunkten zwischen den parallelen Photozyklen (XB1 und XB2) ausgehend von Rh-UV‘all-trans und Rh-UV‘13-cis. Für den Start jeder Photozyklushälfte (Rh-Bl-nach-Rh-UV; Rh-UV-nach-Rh-Bl) ist eine erneute lichtabhängige Anregung der Rh-Bl- bzw. der Rh-UV-Grundzustände notwendig. Schematische Darstellung der ablaufenden Reaktionen für den lichtinduzierten Übergang aus dem Rh-UV- in den Rh-Bl-Zustand der Rh-UV13-cis-Form (B) und der Rh-UVall-trans-Form (C) und der verschiedenen Hypothesen der Photozykluskreuzung XB1 und XB2 als Nebenreaktionen ausgehend von den beiden Rh-UV‘-Formen mit 13-trans-C15=N-syn-Konfiguration (in B) bzw. 13-cis-C15=N-anti- (in C) infolge der sekundären photochemischen Anregung durch kurzwelliges Licht (ca. 380-400 nm; violette Pfeile) bzw. blaues Licht (blaue Pfeile). Senkrecht verlaufen die Hauptreaktionspfade.  Da eine kurzwellige Belichtung der Rh-UV-Spezies (380-400 nm) eine Photozykluskreuzung in beide Richtungen nach sich zieht, käme es in allen Fällen zu einer lichtbedingten Gleichgewichtsentwicklung zwischen den beiden Isomer-Formen. Für den Weg XB1 wird in der 
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Folge der Rh-Bl-Zustand des jeweils koexistierenden Photozyklus gebildet. Für den Weg XB2 kommt es zunächst zu einer Rückkonvertierung in den jeweils anderen Rh-UV-Grundzustand, der durch das kurzwellige Licht sofort wieder angeregt wird und ebenfalls in einer Konvertierung in den Rh-Bl-Zustand endet. In allen Fällen resultieren die Reaktionen in der nachgewiesenen Mischung aus der Rh-Blall-trans+15-anti-Form und der Rh-Bl13-cis-15-syn-Form im Rh-Bl-Zustand. Auch in diesem Fall würden die langen Belichtungszeiten bei geringerer Effizienz der sekundären photochemischen Anregung durch die vielfach wiederholte Anregung der Rh-UV und der Rh-Bl-Formen die Heterogentiät der Probe infolge der Photozyklus-Kreuzungen erhöhen. Eine Anregung des Rh-Bl-Zustandes mit Blaulicht hat in beiden Isomer-Formen eine Konvertierung in den Rh-UV-Zustand, zur Folge. Während der entstehende Rh-UV13-cis-15-anti-Anteil auch bei anhaltender Blaulichtbelichtung in diesem Zustand bleibt, kommt es zu einer Anregung des parallel gebildeten langwelliger absorbierenden Rh-UVall-trans-15-syn-Anteils durch das fortbestehende Blaulicht. In der Folge wird auch das generierte Rh-UV’13-cis-15-syn durch das Blaulicht angeregt und es kommt über den parallelen Rh-UV’all-trans-15-anti (Weg XB1) zu einem Übergang in den Rh-Blall-trans-15-anti. Dieser wird durch das bestehende blaue Licht wiederum angeregt und resultiert in der Bildung des Rh-UV13-cis-15-anti. Bei einer Annahme von Weg XB2 käme es direkt zu einer Rückkonvertierung mit Photozykluskreuzung in den Rh-UV13-cis-15-anti-Grundzustand. In allen Fällen würde sich die beobachtete Verschiebung des Isomeren-gleichgewichtes zum Rh-UV13-cis-15-anti unter Verwendung von Blaulicht als Anregungsquelle ergeben, da keine weitere Anregung des Rh-UV13-cis-Grundzustandes stattfindet. Bei einer Verwendung von langwelligem Licht (530-550 nm) zur Anregung des Rh-Bl-Zustandes, findet keine weitere Anregung der gebildeten Rh-UV-Zustände und keine Photozykluskreuzung statt. Der multiple turnover der photozyklischen Reaktionen bleibt unter diesen Bedingungen aus. Die Isomerenzusammesetzung bleibt im Rh-UV-Zustand erhalten. Diese Tatsache ist mit allen vorgestellten Hypothesen kompatibel. Es bedarf weiterer Analysen, um abschließend zu bestimmen, auf welchem Weg der Übergang in den jeweils anderen Photozyklus erfolgt und ob ihm unterschiedlich effiziente Ein-Photonen-Prozesse oder Zwei-Photonen-Prozesse zugrunde liegen. Alle hier dargestellten Hypothesen der Kreuzungsreaktionen setzen demnach eine Rotation um die C15=N-Bindung der Schiff’schen Base voraus. Die Photozyklen von ASR zeigen, dass eine solche Reaktion nicht gezwungenermaßen unwahrscheinlich ist. Denn im Fall von ASR erfolgt aus dem deprotonierten Zustand mit 13-cis-C15=N-anti-Konfiguration immer ein Übergang in den protonierten Grundzustand des syn-Photozyklus mit 13-cis-C15=N-syn-Konfiguration [157] (siehe Abschnitt 1.3.1.3). Abschließend muss festgehalten werden, dass alle hier getätigten Beobachtungen auf die langen Belichtungszeiten und einen daraus hervorgehenden vielfachen turnover der photozylischen Reaktionen zurückzuführen sind. Durch vielfache Wiederholung der Reaktionen kommt es auch bei einer geringeren Effizienz der Nebenreaktion zu dem beobachtbaren Wechsel zwischen den koexistierenden Photozyklen. Der Umstand des multiplen turnover ist besonders unter Verwendung von UVA-Licht gegeben, da hiermit sowohl die Rh-UV-Formen als auch die Rh-Bl-Fomen angeregt werden, die im UVA-Bereich des Spektrums eine Restabsorption zeigen. Demnach kommt es unter Langzeitanwendung der UVA-Belichtung zu vielfacher Wiederholung der Rh-UV- und der Rh-Bl-Anregung. Diese resuliert letztendlich in einer Anreicherung des heterogenen Rh-Bl-Zustandes, da ein Großteil des durch Rh-Bl-Anregung gebildeten Rh-UV-Zustandes durch das kurzwellige Licht wieder in den Rh-UV überführt wird. Aufgrund der erwähnten gleichzeitigen Anregung des Rh-Bl-Zustandes bleibt ein geringer Restanteil im Rh-UV immer erhalten, so dass der Rh-UV durch die gewählte Belichtung (380 nm) nie vollständig ausgeblichen werden kann [329]. Eine Belichtung mit blauem Licht hat die parallele Anregung 
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der Rh-Bl-Formen und des Rh-UVall-trans-15-syn-Anteils zur Folge. Dadurch wird mit dieser Belichtung bei langen Belichtungszeiten vor allem ein vielfacher turnover der genannten Komponenten erreicht. Eine andere Situation ergibt sich unter der Anwendung von langwelliger Belichtung, die ausschließlich in die Rh-Bl-Formen einstrahlt. Hierbei kommt es nur zum Ausbleichen der Rh-Bl-Formen. Eine erneute Anregung der Rh-UV-Formen und die folgende vielfache Wiederholung der Konvertierungen finden unter diesen Umständen auch bei langen Bleichtungszeiten nicht statt. Daher bleibt unter dieser Belichtungssituation die heterogene Isomerensituation des Rh-Bl-Zustandes erhalten. Die für den Wechsel zwischen syn- und anti-Photozyklus erforderlichen multiplen Wiederholungen der Konvertierungen schließen also, wie oben beschrieben, immer auch die Rh-Bl-Formen mit ein. Aus diesem Grund kann eine Photozyklus-Kreuzung ausgehend von der ersten Photozyklus-Hälfte (Rh-Bl → Rh-UV) ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. Diese würde in äquivalenten der oben dargestellten Isomerisierungen resultieren und ausgehend von den Rh-Bl-Formen ebenfalls eine C15=N-Isomerisierung erfordern. Sie könnten entweder alternativ zu den oben dargestellten Hypothesen die Chromophor-Heterogenität herbeiführen, oder es könnte in beiden Photozyklus-Hälften zu einem Übergang zwischen syn- und anti-Photozyklus kommen. Die Klärung der genauen Vorgänge erfordert schließlich weitere Analysen. In den Absorptionsspektren äußern sich die Umstände der Chromophor-Heterogenität sowohl im Rh-UV-Zustand (Abb. 4.11 A) als auch im Rh-Bl-Zustand (Abb. 4.11 B) in den beobachteten Mischspektren aus Rh-UV13-cis-15-anti und Rh-UVall-trans-15-syn sowie aus Rh-Blall-trans-15-anti und         Rh-Bl13-cis-15-syn, die sich aus den beiden überschneidenden Absorptionsformen zusammensetzen. Der Anteil an Rh-UVall-trans-15-syn in der Probe sowie das Ausmaß der Photozykluskreuzungs-Reaktionen hängen von Belichtungswellenlänge und Belichtungsdauer während der Konvertierung ab. Es wäre interessant zu erfahren, ob bei Blitzlicht-Untersuchungen in denen eine Rh-D-/Rh-Blall-trans-15-anti-Probe jeweils nur durch kurze Laser-Pulse angeregt und rückkonvertiert wird, ihre homogene Isomerenkonfiguration erhalten bleiben würde. Wäre dies der Fall, so müssten sekundäre photochemische Effekte für die Kreuzung zwischen den Photozyklen und die Isomerenheterogenität verantwortlich sein.  
 Abb. 4.11 Aus den Isomerenmischungen resultierende Absorptionsformen in Cr-HKR1. Absorptionsspektren der reinen Isomerformen (gestrichelte Linien) und der Mischform (durchgezogene Linien) für den Rh-UV-Zustand (A) und den Rh-Bl-Zustand (B). Die Konvertierung von Rh-Bl in die Rh-UV-Spezies wird effizient durch grünes oder blaues Licht initiiert. Die umgekehrte Konvertierung Rh-UV nach Rh-Bl erfolgt hauptsächlich durch kurzwellige Belichtung (380-400 nm). 
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4.4.5 Besonderheit der lichtinduzierten Protontranstransfer-
Reaktionen in Cr-HKR1 durch die Eigenschaften des Gegenions Die grundsätzliche Architektur ist in den verschiedenen Vertretern der mikrobiellen Rhodopsine mit den sieben transmembranen Helices vergleichbar. Demnach ist im besonderen Maße die Beschaffenheit der Retinalbindetasche für die grundlegenden Eigenschaften der einzelnen Rhodopsine verantwortlich. Der Austausch von Aminosäuren im Bereich der Schiff’schen Base hat großen Einfluss auf die Chromophorbindung, die lichtinduzierten Reaktionen und auf die Photoaktivität der Rhodopsin-Domäne [51], [293], [318]. In Cr-HKR1 erfolgt durch die besondere Situation der mit der Schiff’schen Base interagierenden Reste, die ungewöhnliche Zweiteilung der beiden Photozyklus-Hälften. Wichtige Aufgaben für die photochemischen Abläufe übernimmt in Cr-HKR1 die funktionelle Gruppe der Aminosäure D239 (D212 in BR). Aufgrund ihrer vermuteten Positionierung in geringer Distanz zur Schiff’schen Base kann sie in deprotonierter Form als Gegenion und Protonenakzeptor wirken. Im Zuge der Reprotonierung der Schiff’schen Base agiert sie wiederum als Protonendonor. Die diesbezüglich durchgeführten FT-IR-spektroskopischen Analysen sowie die Tatsache der fehlenden BR-N- oder O-Zustand-ähnlichen Intermediate während der Rh-UV-nach-Rh-Bl-Konvertierung erwiesen sich als konsistent mit diesen Vermutungen [305]. Auf der fehlenden Reprotonierung aus der intrazellulären Region des Rhodopsins könnte auch die ungewöhnlich hohe Stabilität des deprotonierten Zustandes basieren. Da nach Isomerisierung und Deprotonierung (Rh-Bl → Rh-UV) keine schnelle Reprotonierung erfolgt, bleibt der stabile Doppelbindungscharakter in dem jeweiligen Retinalisomer erhalten. Es kommt aufgrund der hohen Energiebarriere nicht zur thermischen Isomerisierung, sondern es ist das hochenergetische UVA-Licht notwendig, um die Reaktion photochemisch zu induzieren. Die Tatsache, dass D239 sowohl Protondonor als auch Protonakzeptor ist (siehe Abschnitt 4.4.2, Abb. 4.4), macht deutlich, dass in Cr-HKR1 vermutlich kein gerichteter Protonentransport über die Zellmembran erfolgen kann (Abb. 4.12 A). Der Ablauf der Prozesse unterscheidet sich deutlich von dem in anderen mikrobiellen Rhodopsinen. So wirkt beispielsweise in BR die Aminosäure D85 als Teil des Gegenionkomplexes und als Protonakzeptor der Schiff’schen Base. Das RSB-reprotonierende Proton stammt allerdings von der funktionellen Gruppe des D96-Restes, der das Proton zur Reprotonierung seiner Carboxylat-Gruppe aus dem cytoplasmatischen Bereich aufnimmt. Das Proton von der funktionellen Gruppe des D85 wird auf den Proton Release Komplex (E194, E204 und mehrere Wassermoleküle) übertragen, der es in den extrazellulären Raum abgibt. Zusammen mit der alternierenden Protonenzugänglickeit des extrazellulären und intrazellulären Halbkanals wird in BR der gerichtete Protonentransport über die Zellmembran gewährleistet [77], [99] (Abb. 4.12 B). Interessanterweise kann in BR durch Anregung des M-Zustandes mit blauem Licht eine Reprotonierung der Schiff’schen Base durch das Proton der funktionellen Gruppe von D85 induziert werden. Eine gezielte Belichtung des M-Zustandes führt auch in BR zuerst zu einer Reisomerisierung um die C13=C14-Bindung des Retinals und zur anschließenden Reprotonierung durch D85. Aufgrund der daraufhin erfolgenden Aufnahme und Abgabe des Protons an der intrazellulären Seite des Proteins bleibt ein gerichteter Protonentransport aus [95], [101], [330], [331]. Demnach kann in BR durch sekundäre Anregung des M-Zustandes ein alternativer Reaktionsweg herbeigeführt werden, welcher der vermuteten Hauptreaktion des Rh-UV-Zustandes in Cr-HKR1 sehr ähnlich zu sein scheint. Eine lichtaktivierte Protonenpumpfunktion würde für die Effektivität der sensorisch arbeitenden Cr-HKR1-Rhodopsin-Domäne vermutlich keinen Vorteil bringen. Daher kann der 
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fehlende Protonentransport als evolutive Anpassung an dessen Aufgabe als Startpunkt der Signaltransduktion angenommen werden. Dies stellt auch einen klaren Unterschied beispielsweise zu den archaebakteriellen sensorischen Rhodopsinen (SRs) dar. Trotz ihrer sensorischen Funktion und der Substitution der BR-D96-analogen Aminosäure durch einen aromatischen Rest konnte in den SRs eine schwache lichtaktivierte Protonenpumpaktivität nachgewiesen werden, wenn sie nicht im Komplex mit ihrem transducer-Protein vorliegen. Bei vorliegender Interaktion mit ihrem jeweiligen Htr wird der Protonentransport in den sensorischen Rhodopsinen inhibiert [270]. Nach derzeitigen Erkenntnissen kann ein derartiger rudimentärer Protonentransport für Cr-HKR1 nicht angenommen werden. Möglicherweise sind die Spezifizierungen in Cr-HKR1 weiter fortgeschritten, was auf ihre strukturelle modulare Organisation zurückzuführen sein könnte.  
 Abb. 4.12 Theorie der Protontransfer-Reaktionen in Cr-HKR1. Stark vereinfachte Schemata des Protonentransfers in Cr-HKR1 (A; Strukturmodell auf Basis von 1KGB) und der verschiedenen Stufen der Protonenübertragungsreaktionen in BR (B; 1KGB [106]; Reihenfolge 1-5; [77].  Trotz der scheinbar simplen Strategie des De- und Reprotonierens der Schiff’schen Base mit Hilfe der identischen freien Carboxyl-Gruppe von D239, liegt diesen Prozessen in Cr-HKR1 ein sensibles System zugrunde. Das wird besonders deutlich an dem Einfluss von Mutationen in diesem Bereich des Proteins. Vermutet wurde im Vorfeld, dass durch ein künstlich herbeigeführtes Angleichen der Gegenion-Situation an die des BRs, eine zusätzliche Stabilisierung der Schiff’schen Base in Cr-HKR1 hervorgerufen wird. Das Gegenteil war der Fall. 
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So führten Aminosäuresubstitutionen, welche eine zweite Carboxyl-Gruppe an der Position M113 (D85 in BR) einfügten (M113E bzw. M113D) zu einer Beeinträchtigung oder zu einer Verhinderung der Chromophorbindung. Es konnte die Protonentransferreaktion auch nicht auf die Position 113 durch die Doppelmutation M113D/D239N übertragen werden. Diese Mutante zeigte wie auch das Entfernen der freien Carboxyl(at)-Gruppe an Position 239 in D239N keine sichtbare Retinalbindung in Cr-HKR1 (siehe Abschnitt 3.3.1).  Die Mutation D239E führte zu einer überwiegend photoaktiven Rhodopsin-Probe, welche hinsichtlich ihrer Retinalbindung ebenfalls leicht beeinträchtigt war. Das machte sich besonders durch vermehrte Einlagerung von nicht kovalent gebundenem Retinol in die Retinalbindetasche bemerkbar. Die leichte hypsochrome Verschiebung des Absorptionsmaximums im Rh-Bl-Zustand (-8 nm) ist vermutlich auf die im Vergleich zum Wildtyp veränderte elektrostatische Stabilisierung der Schiff’schen Base zurückzuführen. Der Grund dafür ist in der Verlängerung der Seitenkette um ein C-Atom in der Glutaminsäure zu suchen. Die Schaltbarkeit zwischen Rh-Bl und Rh-UV, die Stabilität der beiden Zustände und die spektroskopisch sichtbaren proteinstrukturellen Veränderungen (siehe FT-IR-Messungen Abschnitt 4.4.2) waren in der Mutante vergleichbar mit dem Wildtyp. Daher muss die freie Carboxyl(at)-Gruppe der Glutaminsäure in D239E die Aufgaben des ursprünglichen D239 übernehmen. Die Mutation bewirkte allerdings deutlich beschleunigte kinetische Kennwerte für die lichtaktivierten Übergangsreaktionen in beiden Reaktionsrichtungen. Hierbei ist noch nicht klar, ob dies auf die veränderte Interaktion aufgrund der Länge der Aminosäureseitenkette oder auf eine Änderung der Retinalzusammensetzung in der Probe verglichen mit dem Wildtyp zurückzuführen ist. Hier könnte das Verhältnis der beiden Isomeren zu der Form verschoben sein, welche in den photozyklischen Reaktionen beschleunigt von einem in den anderen Zustand konvertiert. Bisher ist allerdings nicht bekannt, welche der beiden Retinalspezies die schnellere Komponente bildet. Da die Resonanz-Raman-Messungen bei Raumtemperatur keine großen Abweichungen zu den Bandenmustern des Wildtyps ergaben, konnte diese Hypothese bisher nicht bestätigt werden. Dies könnte aber eine Folge der benötigten kontinuierlichen Hintergrundbelichtung sein, die das Isomeren-Gleichgewicht in der Probe beeinflusst. Zusätzlich wiesen die RR-Spektren der Mutante eine relativ schlechte Datenqualität auf. Daher müsste dieser Frage weiterführend nachgegangen werden. Hier wäre ein Vergleich beider Proben (Wildtyp und Mutante) bei Tieftemperaturen sinnvoll, um die störenden sekundären Effekte der Hintergrundbelichtung weitgehend auszuschalten. Zusätzlich sollte auch die Mutante unter Dunkelbedingungen aufgereinigt werden, um die Existenz eines Rh-D-Zustandes, der sich in der Retinalkonfiguration vom Rh-Bl-Zustand unterscheidet, auch in D239E zu verifizieren. Durch einen Vergleich der Rh-D-Zustände von Wildtyp und Mutante mittels RR-Spektroskopie unter Tieftemperaturen könnten mögliche Unterschiede in der Retinalkonformation zwischen Mutante und Wildtyp ohne vorherige Lichteinflüsse identifiziert werden.  Alle Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine Aminosäure mit potentiellem Gegenion-Charakter an Position 239 essentiell für die Funktionalität der Cr-HKR1-Rhodopsin-Domäne ist und dass auch das M113 wichtige Aufgaben zu übernehmen scheint. Aufgrund der Eigenschaften der Methionin-Seitenkette können sie sich allerdings nicht auf eine Protonenübertragungs- oder Gegenion-Funktion beziehen. Möglicherweise könnte M113 im Zusammenhang mit der Existenz des weiteren Methionins M121 (L93 in BR) in der Retinalbindetasche (Abb. 4.12 A) zur strukturellen Stabilisierung beitragen. Derartige Stabilisierungen könnten über die Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen mit OH-, NH2-Gruppen oder H2O-Molekülen erfolgen. Die Frage nach möglichen Interaktionen müsste zukünftig durch weitere Mutagenese-Versuche analysiert werden. Das Lösen der Kristall-Struktur würde vermutlich ebenfalls wichtige offene Fragen zur ungewöhnlichen thermischen Stabilisierung des Rh-UV-Zustandes beantworten. 
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4.4.6 Mögliche physiologische Bedeutung der spektroskopischen 
Eigenschaften der Cr-HKR1-Rhodopsin-Domäne  Nach diesen Untersuchungen interessiert besonders, welche Rolle das Cr-HKR1 infolge seiner spektroskopischen Eigenschaften für die Zelle übernehmen könnte. Zunächst muss festgehalten werden, dass sich die gefundenen Ergebnisse nicht zwangsläufig deckungsgleich in die physiologische Umgebung übertragen lassen. Die Tatsache, dass für die Analyse ausschließlich heterolog exprimierte Proteine verwendet wurden, die kein Volllängenprotein darstellten sondern nur einen Teil der Gesamtsequenz enthielten, kann weitreichende Änderungen nach sich ziehen. So könnte die hohe Stabilität der Zustände durch den fehlenden C-Terminus beeinflusst sein, da die Signale vom Photorezeptor nicht an die nachgeschalteten Domänen weitergegeben werden können. Auch das Überführen in Detergenz stellt eine veränderte Umgebung für die Membranproteine dar, welche sich auf die Übergangskinetiken und somit auch auf die thermischen Reaktionen der Rhodopsine auswirken kann [256]. Daher sollte eine zukünftige Wiederholung der spektroskopischen Experimente angestrebt werden, bei denen die heterolog exprimierten Rhodopsin-Domänen in Lipid-Vesikel oder Nanobodies überführt werden, um ein physiologischeres Umfeld zu gewährleisten. Dennoch ausgehend von den bisher erhaltenen Ergebnissen und den darauf basierenden zwei stabilen Zuständen der Rhodopsin-Domäne, stellt sich die Frage, welche der beiden Formen den „Dunkelzustand“ in den Zellen darstellt bzw. in welchem Zustand das Protein gebildet wird. Dies ist höchstwahrscheinlich abhängig von den Lichtverhältnissen in der Umgebung. Ob einer der beiden Absorptions-zustände in der Membran des Ursprungsorganismus die thermisch stabilere Form bildet und demnach unter Dunkelbedingungen eine langsame Rückkonvertierung in diesen Zustand erfolgt, ist nicht bekannt. Zeigen sich die Reaktionen in natürlicher Umgebung konform mit den spektroskopischen Ergebnissen müsste es im Dunkeln zu einer Bildung des Rh-Bl-Zustandes kommen. Unter Lichteinfluss kann eine Konvertierung in den Rh-UV-Zustand angenommen werden. Es sind hierfür also sowohl die Tages- oder Nachtphase als auch die Wassertiefe, in welcher sich die Zellen während der Proteinexpression befinden entscheidend. Ebenso steuern die Eigenschaften des Lichtumfeldes nach erfolgter Expression die überwiegende Konvertierung in eine der beiden Absorptionsformen. So führt ein hoher Anteil an kurzwelliger Strahlung zu vermehrter Rh-Bl-Bildung und längerwelliges Licht führt zu vermehrter Rh-UV-Bildung. Hierbei könnte wiederum die Wassertiefe von Bedeutung sein, da beispielsweise blaue Strahlungsanteile in tiefere Gewässerschichten vordringen können als langwellige Strahlung. Es ist also vorstellbar, dass die Rhodopsin-Domäne als Sensor für die Lichtquantität und die Lichtqualität in der Umgebung eine Rolle spielt.   
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 Abb. 4.13 Die Lichteinwirkung auf die Algen ist abhängig von der Strahlungsqualität und Strahlungsquantität. Diese zeigen eine Abhängigkeit von der Tages- und Nachtzeit, dem Wetter bzw. der Wassertiefe und Beschaffenheit.  Wegen ihrer beiden spektral weit separierten stabilen Absorptionszustände erscheint eine diesbezügliche Wirkungsweise der Cr-HKR1-Photorezeptor-Domäne in der Manier einer Alles-oder-nichts-Reaktion schlüssig, in der das Rhodopsin als molekularer Schalter für die Aktivität des Gesamt-Cr-HKR1-Systems agiert. Es ist bisher aufgrund der noch nicht erfolgreichen Funktionsassays nicht bekannt, welche der beiden Absorptionsformen den aktiven Zustand hinsichtlich der Signaltransduktion und Cyclaseaktivität bilden würde. Auch die physiologische Bedeutung eines erhöhten cGMP-Spiegels für die Chlamydomonas-Zellen ist bislang unklar. Ebenso ungeklärt ist die Frage, der Funktionalität der Cr-HKR1-Cyclase-Domäne im Allgemeinen, aufgrund der fehlenden konservierten Reste (siehe Abschnitt 3.2.4). Durch die Langsamkeit des Signaltransduktionssystems bzw. der Rückreaktion in den inaktiven Zustand ist allerdings eine Steuerung von phototaktischen Prozessen nicht wahrscheinlich. Vorstellbar wären vielmehr langfristige Adaptationsmechanismen an die umgebenden Lichtverhältnisse, da Chlamydomonas als einzelliger Organismus diesen Einflüssen besonders stark ausgesetzt ist. Diese könnten beispielsweise in Form von Schutzreaktionen vor der zellschädigenden Wirkung kurzwelliger Strahlungsanteile auftreten. Hierbei würde vermutlich der Rh-Bl-Zustand den aktiven Zustand der Signaltransduktion bilden, da dessen Bildung durch die kurzwellige Belichtung begünstigt ist. Interessanterweise zeigten Untersuchungen hinsichtlich der Transkriptmenge von HKRs in Abhängigkeit vom Tag-/Nachtzyklus in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. S. Merchant (UCLA, Kalifornien, USA), dass die Cr-HKR1-mRNA-Level nicht unmittelbar lichtabhängig reguliert werden. Sondern es wurde ein Anstieg der mRNA-Transkription kurz vor Ende der jeweils 12-stündigen Dunkelperiode registriert [208]. Daher könnte die Bildung von Cr-HKR1 von der circadianen Uhr der Zellen beeinflusst sein. Denkbar wäre daher auch, dass eine Anpassung der biochemischen Abläufe an die tageszeitlich bedingte Licht- bzw. Dunkelphase gesteuert wird. Diese Prozesse würden eine langsame Regenerierung in den Rh-Bl-Zustand in der Dunkelphase voraussetzen, um ein schaltbares System zu bewahren, da unter Tageslichteinfluss vermehrt der Rh-UV-Zustand populiert wird. In einem solchen System wäre der Rh-UV-Zustand als signaltransduktorisch aktiver Zustand anzunehmen, der die Existenz von Tageslicht in der Umgebung signalisieren würde. 
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4.5 Spektroskopische Erstcharakterisierung der Os-HKR-
Rhodopsin-Domäne Nach der spektroskopischen Charakterisierung der Rhodopsin-Domäne des Cr-HKR1 aus 
Chlamydomonas reinhardtii sollten entsprechende Analysen mit anderen Vertretern der HKRs durchgeführt werden. Der Grund dieser Untersuchungen waren die ungewöhnlichen photozyklischen Abläufe in Cr-HKR1 im Vergleich zu anderen Rhodopsinen. Hierbei war von Interesse, ob diese Eigenschaften aufgrund ihrer Funktion als photosensorische Einheit der Signaltransduktionskaskade in den HKRs allgemein gültig sind. Die Rhodopsin-Domäne von Os-HKR ließ sich erfolgreich in Pichia pastoris heterolog exprimieren und die aus der Membran aufgereinigte Probe verfügte über eine gute Qualität, was sie zu einem geeigneten Kandidaten für die weiteren experimentelle Analysen machte. Zusätzlich stellt der Ursprungsorganismus von Os-HKR Ostreococcus tauri aufgrund seiner einfachen Organisation ein vielversprechendes Modellsystem dar (siehe 1.2.2). Die Untersuchung von Os-HKR war auch deshalb von Interesse, da es das einzige in Ostreococcus vorkommende Rhodopsin ist, was die genaue Aufklärung der Funktion der HKRs für die Zellen vereinfachen sollte. Physiologische Voruntersuchungen ließen eine Beteiligung von Os-HKR an der Regulation der circadianen Rhythmik vermuten [230], [232]. 
 
4.5.1 UV/Vis-Spektroskopie enthüllt langlebige Intermediate und 
Photochromie in Os-HKR Die aufgereinigte Rhodopsin-Domäne von Os-HKR zeigte Gemeinsamkeiten aber auch deutlich abweichende Eigenschaften zu Cr-HKR1. Der Dunkelzustand unter Standardbedingungen weist ein Absorptionsmaximum von 505 nm auf und besitzt übereinstimmend mit vielen anderen mikrobiellen Rhodopsinen eine protonierte Schiff’sche Base (siehe auch Abschnitt 4.5.2.1). Durch Belichtung (10-60 s) mit einer grünen Lichtquelle kann ein großer Teil des Proteins in das blauverschobene Intermediat P400 konvertiert werden (Abb. 4.14 B). Die deutliche hypsochrome Verschiebung des Absorptionsmaximums kommt durch die hierbei erfolgenden 
Deprotonierung der Schiff’schen Base zustande, welche eine stark verringerte π-Elektronen-Delokalisation der konjugierten Doppelbindungen im Retinal zur Folge hat. Diese Reaktion ist demnach konform mit der Rh-UV-Bildung in Cr-HKR1 bzw. mit der M-Zustand-Bildung in BR [226], [288]. Nachfolgend sind allerdings große Unterschiede zu den beiden photozyklischen Abläufen in Cr-HKR1 bzw. BR festzustellen. Ohne weitere Lichteinwirkung erfolgt der Zerfall des Os-HKR-P400-Zustandes langsam in einem Zeitbereich von Minuten unter Bildung eines bathochrom verschobenen Intermediates P560 mit reprotonierter Schiff’scher Base (Abb. 4.14 C). Dieser zeigt einen langsamen (Minutenbereich) thermischen Rückgang in den D505-Dunkelzustand.  
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 Abb. 4.14 UV/Vis-spektroskopisch beobachteter Dunkelzustand D505 (A) und die lichtinduziert gebildeten langlebigen Intermediate P400 (B) und P560 (C) in Os-HKR.  Es ist in Os-HKR also keine vollständige thermische Stabilität der Photointermediate wie in Cr-HKR1 zu beobachten. Die Lebensdauern des deprotonierten Zustandes P400 und des repronierten P560 sind aber im Vergleich zu analogen Photozyklus-Intermediaten in anderen mikrobiellen Rhodopsinen deutlich verlängert. So verläuft in BR der Übergang aus dem M-Zustand über die beiden rotverschobenen N- und O-Intermediate in den Grundzustand innerhalb weniger Millisekunden [170], [298]. In einigen gut charakterisierten sensorischen Rhodopsinen konnte eine Verlängerung der Lebensdauer des deprotonierten Zustandes als aktiven Zustand der Signaltransduktion auf einige 100 ms festgestellt werden [148], [303]. Daher muss es in Os-HKR zu einer bedeutsamen Stabilisierung des deprotonierten P400-Zustandes kommen, welche aber nicht wie in Cr-HKR1 zu einer Unterbrechung, sondern nur zu einer starken Verlangsamung der weiteren Abläufe inklusive Dunkelzustandsregeneration führt. Die lange Lebensdauer des P400-Zustandes hat vermutlich in Os-HKR einen Zusammenhang mit der fehlenden sauren Aminosäure an analoger Position des D96 in BR. Die Existenz eines Restes mit freier Carboxyl-Gruppe an dieser Stelle des Proteins ist im Photozyklus der lichtinduzierten Protonenpumpen für die schnelle Reprotonierung der Schiff’schen Base verantwortlich [105]. In Os-HKR ist wie schon in Cr-HKR1 an dieser Position ein Leucin zu finden, welches eine derartige Aufgabe aufgrund seiner chemischen Eigenschaften nicht übernehmen kann. Das Fehlen der D96-analogen Aminosäure mit freier Carboxyl-Gruppe führt auch in anderen sensorisch wirkenden Rhodopsinen zu einem langsameren thermischen Zerfall des deprotonierten Zustandes und ist somit ein Anzeichen für die sensorische Rolle der Photorezeptor-Domäne in Os-HKR. Aufgrund der langen Existenz der Intermediate P400 und P560 (Lebensdauern im Minutenbereich) ist auch in Os-HKR eine starke Tendenz zur Photochromie gegeben.                  
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Die Applikation von kurzwelligem Blaulicht (400 nm) führt zu einer beschleunigten quantitativen Konvertierung des Proteins aus dem P400-Zustand in den P560-Zustand (Abb. 4.14 D). Langwelliges Licht bewirkt einen Übergang aus dem P560-Zustand in den P400-Zustand (Abb. 4.14 B). Dass diese Konvertierungen auf sekundären photochemischen Effekten beruhen, konnte durch laserspektroskopische Messungen erwiesen werden, in welchen die Anregungsdauer auf ein Minimum reduziert wurde, um derartige Zwei-Photonen-Reaktionen zu vermeiden. In diesen Experimenten zeigte sich keine Abhängigkeit der nachfolgenden Reaktionen von der applizierten Wellenlänge des Anregungs-Lasers. Es erfolgte immer die Bildung des P400-Zustandes, aus dem der Übergang in den P560-Zustand zu beobachten war. Die Anwendung eines kurzwelligen Laserblitzes auf das bereits gebildete P400-Intermediat hatte hingegen eine beschleunigte Konvertierung des Proteins aus dem P400- in den P560-Zustand zur Folge. Nicht klar ist bis jetzt allerdings auf welchen Reaktionswegen genau bzw. über welche weiteren Intermediate diese durch sekundäre Anregungen ausgelösten Reaktionen verlaufen. Der Dunkelzustand D505 weist spektrale Überschneidungen mit den beiden langlebigen Intermediaten P400 und P560 auf und wird sowohl unter kurzwelliger als auch unter langwelliger Belichtung angeregt. Dies hat bei Langzeitbelichtungen in Abhängigkeit von der verwendeten Wellenlänge eine gleichzeitige Anregung eines der langlebigen Intermediate zur Folge. Der Dunkelzustand kann nicht gezielt über Lichteinwirkung regeneriert werden. Dieser wird erst wieder quantitativ gebildet, wenn keine Lichtanregung mehr erfolgt. Die beiden Intermediate P400 und P560 zeigen eine Distanz ihrer Absorptionsmaxima von ca. 160 nm, wodurch eine effektive spektrale Trennung ihrer jeweiligen Anregungswellenlängen gegeben ist. Die Probe kann abhängig von der jeweiligen Belichtungssituation zwischen den Intermediaten konvertiert werden. Die anhaltende Belichtung bewirkt im Fall von langwelligem Licht eine sofortige Wiederanregung des P560- und des D505-Zustandes, so dass der P400-Zustand angereichert wird. Im Fall von kurzwelligem Licht erfolgt die sofortige Wiederanregung des D505- und des P400-Zustandes, so dass es zur Akkumulation des P560-Zustandes kommt. Aufgrund der hierdurch ausgeprägten Photochromie hat auch das Os-HKR-Rhodopsin das Potential als molekularer Schalter in Antwort auf das Verhältnis von kurzwelligem und langwelligem Licht in der Umgebung zu wirken. Durch die langsam erfolgende Rückkehr in den Dunkelzustand ist auch das Messen von absoluten Lichtintensitäten möglich. Es ist demnach wahrscheinlich, dass im Volllängenprotein von Os-HKR bei Bildung eines der beiden Intermediate (P400 oder P560) die Signalweiterleitung auf die nachgeschalteten Signaltransduktionsdomänen induziert wird. Durch ihre Langlebigkeit kann von einer effizienten Signaltransduktion ausgegangen werden. Die Möglichkeit der Anregung jeder der beiden Komponenten durch Licht, sichert allerdings trotzdem eine schnelle Anpassungsreaktion auf sich ändernde Lichtverhältnisse inklusive einer langsam erfolgenden Dunkaldaptation. Hinsichtlich der putativen Signalweiterleitung (siehe Abschnitt 4.2) ist auch hier noch keine Zuordnung eines der Intermediate zum aktiven Zustand möglich. Bei der Anregung des Proteins aus dem Dunkelzustand fällt auf, dass es auch bei langen Belichtungszeiten nicht zu einem vollständigen Ausbleichen des D505 und dem Konvertieren in den P400-Zustand kommt. Auch direkt nach Belichtung ist im Absorptionsspektrum eine Restabsorption bei 505 nm festzustellen (Abb. 4.14 B), was darauf hindeutet, dass ein bedeutender Teil der Probe im Dunkelzustand vorliegt und nicht in die langlebigen Zustände konvertiert werden kann. Der Grund hierfür könnte sein, dass ein Teil des Proteins nicht in die photozyklischen Prozesse überführt werden kann. Eine weitere mögliche Erklärung wäre, dass dieser Teil der Probe einen alternativen Photozyklus durchläuft, denen deutlich beschleunigte Abläufe zugrunde liegen.  
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4.5.1.1 Die Photoreaktionen von Os-HKR sind abhängig von äußeren Parametern Schwierigkeiten für weitere photochemische und mechanistische Charakterisierungen des Proteins resultierten aus der Langsamkeit der Entwicklungen. Das führte zu einem hohen Zeitaufwand für die vielfache Wiederholung von Messungen, die notwendig war, um eine hinreichende Datenqualität zu erlangen. Dieser Umstand setzte eine hohe Proteinstabilität voraus, und es konnten Nebeneffekte wie Molekül-Sedimentation in der Küvette bzw. anteiliger Verlust an funktionellem Protein aufgrund der langen Messdauer nicht ausgeschlossen werden. Eine weitere Folge aus den langsamen und teilweise parallel verlaufenden Reaktionen waren die sich zeitlich überlagernden Komponenten, wodurch eine Zuordnung einzelner Zeitkonstanten zu bestimmten Prozessen erschwert wurde. Zusätzlich konnte eine Abhängigkeit bestimmter Reaktionen von äußeren Einflüssen festgestellt werden. Diese beeinträchtigten die Reproduzierbarkeit von Ergebnissen, da bereits geringe Abweichungen der Umgebungs-temperatur, des pH-Wertes oder der Salzkonzentration zu veränderten kinetischen Komponenten führten.  Eine Erhöhung der Temperatur auf maximal 40 °C wurde von der Probe in-vitro toleriert. Temperaturerhöhungen führten zu erheblich beschleunigten lichtinduzierten und nach-folgenden thermischen Prozessen, die in den Bildungs- und Zerfallsreaktionen der langlebigen Intermediate deutlich wurden. Derartige temperaturabhängige Reaktionsgeschwindigkeiten sind nicht ungewöhnlich, allerdings werden sie aufgrund der Langsamkeit der Prozesse in Os-HKR in besonderem Maße sichtbar. Die anhand dieser Messungen experimentell ermittelte Aktivierungsenergie des P400-nach-P560-Übergangs liegt bei 55-60 kJ/mol. Die Aktivierungs-energie für den P560-nach-D505-Übergang ist aus den erhaltenen Daten nicht eindeutig bestimmbar. Denn die ermittelte Aktivierungsenergie für den Zerfall des P560-Zustandes ist im Vergleich zu dem errechneten Wert für die Bildung des D505-Zustandes deutlich erhöht. Dies ist insofern überraschend, da bei einem direkten Übergang aus dem P560 in den D505 eine vergleichbare Aktivierungsenergie vorausgesetzt wurde. Diese Diskrepanz ergibt sich vermutlich aus den langsamen Prozessen. Da die Bildung des P560-Intermediates noch nicht abgeschlossen ist, während der Übergang in den D505 bereits stattfindet, kommt es zu einer zeitlichen Überlagerung der Bildungs- und der Zerfallskomponenten, wodurch die Erhöhung der Zeitkonstanten und der daraus ermittelten Aktivierungsenergie zu erklären ist. Ausgehend von der Aktivierungsenergie der D505-Regeneration kann man einen apparenten ungefähren Wert von ca. 65-70 kJ/mol für den Übergang aus dem P560 in den D505 annehmen. Da aber wahrscheinlich auch diese Reaktion durch die langsamen Vorgänger-Reaktionen mit beeinflusst ist, könnte der tatsächliche Wert etwas niedriger sein. In den Berechnungen sind mögliche Rückreaktionen nicht berücksichtigt, so dass diese ebenfalls zu einer Erhöhung der Werte führen könnten.  
 Abb. 4.15 Apparente Aktivierungsenergien (EA) für die thermischen Übergänge aus dem P400-Zustand in den P560-Zustand und aus dem P560-Zustand in den D505-Zustand bei pH 7,8 und einer Salzkonzentration von 0,1 M NaCl.  
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Im Vergleich zu den Aktivierungsenergien, welche den photochemischen Reaktionen des BR-Photozyklus zugrunde liegen [332], sind die Werte für Os-HKR deutlich erhöht. In BR liegen die Aktivierungsenergien der einzelnen Übergänge zwischen 6 und 30 kJ/mol. Somit korrelieren in Os-HKR die hohen Aktivierungsenergien und die damit verbundenen hohen Energiebarrieren mit den langsamen photzyklischen Abläufen und der hohen Stabilität der Intermediate. Die im Rahmen dieser Arbeit berechneten Aktivierungsenergien beziehen sich allerdings nur auf die Standardbedingungen in leicht basischem pH-Wert (pH 7,8) und in moderater Salzkonzentration (0,1 M NaCl). Da eine Änderung dieser Faktoren einen bedeutenden Einfluss auf die Stabilität einzelner Intermediate hat (vide infra), muss man von einer pH- und Salz-Abhängigkeit der betroffenen Aktivierungsenergien und Energiebarrieren ausgehen.  Überraschend war der Effekt, der die Variation der Natriumchlorid-Konzentration im Proteinpuffer auf die ablaufenden Prozesse hatte. Diese Experimente sollten ursprünglich dazu dienen, die optimalen Pufferbedingungen für das Protein zu evaluieren. Da der Ursprungsorganismus von Os-HKR eine marine Alge ist, sollte eine Auswirkung der Salzkonzentration (NaCl) in Hinsicht auf die Stabilität des Proteins getestet werden. Die Protein-Stabilität zeigte keine offensichtliche Korrelation mit der Salzkonzentration. Beobachtet wurde allerdings eine deutliche salzabhängige Änderung der photozyklischen Reaktionen. Kein Einfluss wurde auf die Bildungseffizienz, die Absorptionseigenschaften und auf die Zerfallskinetik des P400-Zustandes festgestellt. Doch der Zerfall des P560-Zustandes unter Bildung des D505-Dunkelzustandes zeigte sich bei einer Erhöhung der Salzkonzentration beschleunigt, während eine Verringerung der Salzkonzentration einen verlangsamten P560-nach-D505-Übergang zur Folge hatte. Das Entfernen von Salz aus der Pufferumgebung führte zu einer vollständigen Stabilisierung des P560-Zustandes als neuen salzfreien Dunkelzustand D560. Ohne die Anwesenheit von Salz kommt es nicht zu einem Übergang in den D505-Zustand, dessen Bildungsvoraussetzung in weiteren Untersuchungen auf die Existenz von monovalenten Anionen spezifiziert werden konnte. So ist es möglich, die Regeneration aus dem salzfreien Dunkelzustand D560 in den salzhaltigen Dunkelzustand D505 unter Zugabe von Salz mit Halogenidionen bzw. monovalenten Anionen herbeizuführen (Abb. 4.16). Das Hinzufügen von Kationen oder divalenten Anionen erzielte diesen Effekt nicht, weswegen die in NaCl enthaltenen Natrium-Ionen nicht für diese Reaktion verantwortlich sein können.  
 Abb. 4.16 Auswirkungen der monovalenten Anionen auf das Absorptionsspektrum von Os-HKR. Absorptionsspektren der salzabhängigen Dunkelzustände D505 (salzhaltig; A) und D560 (salzfrei; B). Ein Übergang zwischen den beiden Dunkelzuständen ist durch das Entfernen oder das Hinzufügen von monovalenten Anionen (X-) möglich.  
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Da die Supplementierung des Salzes eine starke hypsochrome Verschiebung des Absorptionsspektrums zur Folge hat, ist eine Platzierung des Anions im Protein in der Nähe der Schiff’schen Base wahrscheinlich. Die elektrostatische Stabilisierung der positiv geladenen protonierten Schiff’schen Base durch die negative Ladung des Anions führt zu einer Erhöhung der Energiedifferenz zwischen dem Grundzustand und dem angeregten Zustand, was an der Blauverschiebung (55 nm) des salzhaltigen Dunkelzustandes sichtbar wird [84], [125], [132]. Bei einer Supplementierung von Anionen mit einem größeren Ionenradius kommt es infolge der geringeren Elektronegativität zu einer sinkenden elektrostatischen Stabilisierung und die spektrale Blauverschiebung im Vergleich zum salzfreien Dunkelzustand ist etwas geringer [333]. Zusätzlich zeigte die unterschiedlich ausgeprägte Restabsorption bei 560 nm (anionfreier Zustand) nach Zugabe unterschiedlicher Anionen in gleicher Endkonzentration zu dem Protein, dass eine abweichende Affinität zu den verschiedenen Anionen gegeben sein muss. Ähnliche Effekte konnten in BR bei sehr niedrigen pH-Werten beobachtet werden, in denen die funktionelle Gruppe des primären Gegenions D85 protoniert vorliegt und es infolge der fehlenden negativen Ladung zu einem rotverschobenem Absorptionsmaximum (BR-acid-blue-Form: BRAB) kommt. Durch die Zugabe von Chlorid-Ionen kann ein Chlorid-Gegenion-Komplex in der Nähe der Schiff’schen Base diese Rotverschiebung aufheben, und die acid-purple-Form (BRAP) wird gebildet [334]. Auch in dem sensorischen Rhodopsin I aus Salinibacter ruber (srSRI) konnte die Bindung von Halogenid-Ionen gezeigt werden. Hier war infolge der Chlorid-Bindung allerdings eine bathochrome Verschiebung des Absorptionsmaximums zu verzeichnen, die aus der Lokalisation der negativen Ladung des Halogenid-Ions in der Nähe des β-Ionon-Ringes resultierte [259]. Diese sorgt durch die Verlagerung der positiven Ladung des protonierten 
Chromophors in Richtung des β-Ionon-Ringes für eine Stabilisierung des angeregten Zustandes und somit für die spektrale Rotverschiebung. In srSRI sind in der Folge der Anion-Bindung alle Intermediate im Photozyklus leicht bathochrom verschoben. Es kommt demnach nicht zu einer transienten Abgabe der Ionen aus dem Protein. Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem salzfreien Dunkelzustand D560 und dem lichtabhängig erzeugten P560 in Os-HKR um einen Zustand mit gleichen physikalischen Eigenschaften handelt (siehe Abschnitt 4.5.4.2). Da in D560 aufgrund des Entfernens des Salzes aus dem Medium kein Anion enthalten sein kann, wird davon ausgegangen, dass auch in P560 kein Anion im Protein gebunden ist. Dies gilt sowohl für das lichtabhängig durch kurzwellige Belichtung akkumulierte als auch für das thermisch gebildete P560 während der Dunkeladaptation, da dessen Zerfallsreaktion kinetisch abhängig von der Anionen-Konzentration in der Umgebung ist. Im photozyklischen Verlauf von Os-HKR muss also im Gegensatz zu srSRI eine transiente Abgabe und Wiederaufnahme der Anionen erfolgen. Dies ist insofern überraschend, da durch die im Volllängenprotein vorhandenen C-terminal auf die Rhodopsin-Domäne folgenden Signaltransduktions-Untereinheiten eine sensorische Tätigkeit der Os-HKR-Photorezeptor-Domäne angenommen wird. Durch die Langsamkeit der photozyklischen Abläufe ist allerdings ein effizienter Ionen-Pump-Mechanismus fragwürdig, da dieser erfahrungsgemäß auf einem schnellen Photozyklus beruht [77], [335], [336]. Auch der Mechanismus von Anionen-Bindung, -Aufnahme und -Abgabe werfen Fragen auf. In den archaebakteriellen Halorhodopsinen ist ein TSA-Motiv und in den bakteriellen Chloridpumpen ist ein NTQ-Motiv anstelle des BR-spezifischen D85T89D96 -Motives in Helix C des Rhodopsins zu finden [77]. Dies führt zu einem Fehlen des D85-Restes und der negativen Ladung der deprotonierten Carboxylat-Gruppe in der Retinalbindetasche, da an dessen Position in den Chloridpumpen ein Threonin bzw. Asparagin liegt. Die fehlende negative Ladung des Gegenion-Komplexes (aus D85, D212, R82 in BR) wird in den Halorhodopsinen durch das Binden eines Chlorid-Ions in der Nähe der protonierten Schiff’schen Base ausgeglichen [51], [337].  
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In Os-HKR liegen an diesen Positionen die Reste E181, T185 und L192, so dass keine Übereinstimmungen mit den determinierenden Resten der bisher bekannten Chloridpumpen zu finden sind. Daher muss ein spezifischer chlorid-/anionabhängiger Reaktionsweg in Os-HKR existieren. Der ermittelte Km-Wert für die Chlorid-Bindung ist in Os-HKR mit 37,6 (± 4,3) mM NaCl im Vergleich zu bekannten Chlorid-Pumpen um den Faktor 5-10 erhöht [338]. Im Vergleich zu dem Chlorid-bindenden rein sensorisch wirkenden srSRI aus 
Salinibacter ruber ist der Km-Wert für die Chloridbindung in Os-HKR um den Faktor 10 niedriger [259]. Die Chloridaffinität von Os-HKR kann also in einem Bereich zwischen den Chlorid-pumpen und den Chlorid-bindenden sensorischen Rhodopsinen eingeordnet werden. Aufgrund der möglicherweise abweichenden Affinität der beiden enthaltenen Retinal-Isomere (siehe Abschnitt 4.5.2), wie an der bi-exponentiellen Aufnahme der Chlorid-Ionen während des P560-Zerfalls zu erkennen ist, muss der errechnete Km-Wert als ein Mittelwert der beiden Konformere betrachtet werden. Auch die Veränderung des pH-Wertes in der Pufferumgebung des Proteins hatte deutliche Auswirkungen auf die photozyklischen Abläufe in Os-HKR. Die sichtbare Anreicherung des P400-Zustandes durch die langwellige Belichtung war in sauren pH-Werten weitaus weniger effizient zu beobachten als unter basischen Bedingungen. Somit muss dieser Teil des Photozyklus und die damit verbundene Deprotonierungsreaktion der Schiff’schen Base durch die pH-Wert-Änderungen beeinflusst werden. Das zeigt eine Korrelation zum BR-Photozyklus, in dem die Bildung des deprotonierten M-Zustands in sauren pH-Werten ebenfalls weniger deutlich beobachtet wird [339]. Im Fall von Os-HKR zogen allerdings schon kleine, innerhalb des physiologischen pH-Bereiches liegende pH-Wert-Absenkungen (von pH 7,8 nach pH 7) einen deutlichen Effekt nach sich. Im Gegensatz dazu bleibt in BR die Bildung des M-Zustandes zwischen pH 7 und pH 10 nahezu unbeeinflusst [322], [340], [341]. Für Cr-HKR1 konnte zwischen pH 4 und pH 9 keine derartigen Auswirkungen auf die Effizienz der lichtinduzierten Deprotonierungsreaktion beobachtet werden (siehe Abschnitt 4.4). Interessanterweise wird in Os-HKR zwar die erkennbare P400-Bildung durch die pH-Wert-Absenkung verringert, es konnte im Rahmen der durchgeführten Experimente in einem Zeitbereich von 0,3 s bis 40 min nach Anregung in den getesteten pH-Werten (zwischen 4 und 9) keine nennenswerte Beschleunigung der Zerfallsgeschwindigkeit des P400-Intermediates beobachtet werden. Für die geringere Anreicherung des P400-Zustandes nach pH-Wert-Absenkung gibt es grundsätzlich zwei Erklärungsmöglichkeiten: Eine sehr starke Beschleunigung des Photozyklus und die damit verbundene beschleunigte P400-Zerfallsreaktion und Dunkelregeneration in einem Teil der Probe könnte nur dann ein Grund für die verringerte sichtbare P400-Anreicherung sein, wenn eine so deutliche Beschleunigung induziert wird, dass dieser Prozess bereits zu Beginn der kontinuierlichen Laser-Experimente (0,3 s) nach Anregung nicht mehr detektiert werden kann. Die zweite Möglicheit stellt eine echte Inhibierung der Deprotonierung der Schiff’schen Base durch die Absenkung des pH-Wertes verbunden mit möglicherweise alternativen beschleunigten Prozessen dar.  Unter beiden Hypothesen wäre eine schnellere Dunkeladaptation zu beobachten. Da in einem Teil des in der Probe enthaltenen Proteins die Dunkeladaptation weiterhin im Minutenbereich stattfindet, könnten die pH-Wert-induzierten Änderungen unter beiden Annahmen auf eine der enthaltenen Komponenten einen vermehrten Einfluss haben. Im Gegensatz zu der nahezu unbeeinflussten Zerfallskinetik des langlebigen P400-Zustandes durch die Protonenkonzentration kann eine mit steigender Protonenkonzentration leicht erhöhte Zerfallsgeschwindigkeit des P560-Intermediates festgestellt werden. Daraufhin erfolgt auch ein schnellerer Übergang in den D505-Zustand. Das überrascht in dieser Phase des Photozyklus, da die Reprotonierung der Schiff’schen Base zum Zeitpunkt der P560-Bildung 
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bereits abgeschlossen ist. Es wurde hauptsächlich die Wiederaufnahme des Halogenid-Anions als der geschwindigkeitsbestimmende Schritt für den P560-nach D505-Übergang interpretiert. Somit könnte die Anion-Aufnahme-Geschwindigkeit mit der verringerten Existenz einer langsameren oder weniger chloridaffinen Komponente in Zusamenhang stehen. Als zweite Möglichkeit könnte der Protonierungszustand bestimmter Aminosäuren eine Rolle bei den Aufnahme-Prozessen der Chlorid-Ionen spielen.  Es kann allerdings keine pH-Wert-bedingte Verschiebung des Absorptionsmaximums des lichtinduziert erzeugten P560-Zustandes, des salzfreien (D560) bzw. des salzhaltigen Dunkelzustandes (D505) zwischen pH 4 und pH 9 festgestellt werden. Das bedeutet, dass in den Dunkelzuständen bzw. im P/D560 keine funktionellen Carboxyl-Gruppen von Aminosäuren im näheren Umfeld der Schiff’schen Base von pH-Wert-induzierten Änderungen des Protonierungsstatus betroffen sein sollten. Dies stellt einen Gegensatz zu anderen mikrobiellen Rhodopsinen dar. In vielen sensorischen Rhodopsinen kann beispielsweise infolge der pH-induzierten Protonierung eines nahe der Schiff´schen Base liegenden Carboxylat-Restes eine deutliche bathochrome Verschiebung des Absorptionsmaximums beobachtet werden. Sinkt der pH-Wert unter den pKa-Wert dieser Carboxylat-Gruppe, wird die Protonierungsreaktion induziert. Die Folge daraus ist die Neutralisierung einer negativen Ladung der ansonsten deprotoniert vorliegenden COO--Gruppe. Bewirkt diese Gruppe unter „Normalbedingungen“ als Gegenion eine Stabilisierung der positiv geladenen Schiff´schen Base, führt das Wegfallen dieser elektrostatischen Stabilisierung zu einer verringerten Energie-Barriere zwischen dem Grundzustand und dem angeregten Zustand. Weniger energiereiches Licht wird für die photochemische Anregung benötigt. Im Fall von Kanalrhodopsin 1 wird durch eine Absenkung des pH-Wertes von pH 7,5 auf pH 4, ein in Helix 1 liegendes Glutamat (E87) protoniert, welches unter neutralem pH-Wert deprotoniert vorliegt. Dadurch fehlt eine negative Ladung in dem aus drei Teilen (E87, E162, D292) bestehenden Gegenion-Komplex und das Absorptionsmaximum ist von 463 nm (pH 8) nach 505 nm (pH 4,5) verschoben [342]. Ähnlich verhält es sich bei Sensory Rhodopsin 1, welches ebenfalls eine pH-induzierte 40 nm-Verschiebung des Absorptionsmaximums für den Dunkelzustand zeigt [343]. Diese ist bedingt durch die pH-abhängig protoniert (pH6, λmax= 590 nm) oder deprotoniert (pH 8, λmax= 550 nm) vorliegende funktionelle Gruppe der Aminosäure Aspartat 76, welche als Gegenion und Protonakzeptor für die Schiff´sche Base fungiert [344].  In Os-HKR konnten aufgrund von Sequenzvergleichen zwei Aminosäuren, E181 und D314, mit freier Carboxyl-Gruppe und potentiellem Gegenion-Charakter in der Retinalbindetasche identifiziert werden. Sie liegen infolge des Strukturmodells an den analogen Positionen der beiden Gegenionen D85 und D212 in BR, deren funktionelle Gruppen im BR-Dunkelzustand beide deprotoniert vorliegen. Die Modellierung der pKa-Werte funktioneller Gruppen der Aminosäuren in Os-HKR ergab allerdings für E181 (D85 in BR) einen vergleichsweise hohen pKa-Wert von >9, was darauf hindeutet, dass die E181-Carboxyl-Gruppe im Dunkelzustand in den getesteten pH-Werten protoniert ist. Die Aminosäure könnte demnach nicht als Gegenion wirken, obwohl sie der Lage nach dem primären Gegenion D85 in BR entspricht. Für D314 ergab die Vorhersage einen theoretischen pKa-Wert von ca. 4, was bedeuten würde, dass die funktionelle Gruppe von D314 (D212 in BR) im Grundzustand unter den getesten pH-Bedingungen vermutlich deprotoniert ist und als Gegenion und Protonakzeptor der Schiff’schen Base wirken könnte. Dies würde eine ähnliche Situation wie in Cr-HKR1 herbeiführen, in dem ebenfalls der BR-D212-analoge Rest (D239) diese Aufgaben übernimmt (vgl. Abschnitt 4.4). Vermutlich wird durch die Bindung des Anions in der Nähe der Schiff’schen Base die fehlende negative Ladung von E181 des Gegenion-Komplexes komplettiert.  
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Möglicherweise ist für die Deprotonierung der Schiff’schen Base innerhalb des Os-HKR-Photozyklus aber eine transiente Änderung des Protonierungszustandes einer/mehrerer Carboxyl-Gruppe notwendig. Diese könnte durch hohe pH-Werte in der Umgebung begünstigt stattfinden, während sie durch niedrige pH-Werte inhibiert wird.  Sollte tatsächlich die inhibierte Deprotonierung die Ursache für die weniger effiziente P400-Bildung in sauren pH-Werten in Os-HKR sein, könnte dies verschiedene Ursachen haben. Im Zusammenhang mit den photozyklischen Prozessen in Os-HKR könnte dies bedeuten, dass die als Voraussetzung für die Deprotonierung erfolgende Absenkung des pKa-Wertes der Schiff’schen Base in Os-HKR nicht so deutlich wie in anderen mikrobiellen Rhodopsinen ausgeprägt ist. Läge der pKa-Wert nach der Photozyklusinitiation in einem neutralen Bereich zwischen 6 und 7, hätten schon kleine Schwankungen des pH-Wertes einen großen Effekt auf die potentielle Abgabe des Protons. Eine weitere mögliche Erklärung bestünde darin, dass für den Prozess der Deprotonierung der Schiff’schen Base vorbereitende Protonenübertragungs-reaktionen an funktionellen Gruppen in der Retinalbindetasche notwendig sind, die eine Absenkung des pKa-Wertes der RSB nach sich ziehen. Wenn diese funktionellen Gruppen selbst durch die pH-Wert-Änderungen in ihrem Protonierungsstatus beeinflusst würden, bliebe möglicherweise der hohe pKa-Wert der Schiff’schen Base bestehen. Es konnte zusätzlich ein Zusammenhang zwischen den Salz-induzierten und den pH-Wert-induzierten Effekten festgestellt werden. So führt die Erhöhung der Protonenkonzentration besonders unter gleichzeitiger Anwesenheit von Anionen zu einer weniger effizienten sichtbaren P400-Anreicherung. Unter Ausschluss von Anionen aus der Proteinumgebung kann ein bedeutend größerer Anteil an P400-Intermediat auch in niedrigen pH-Werten akkumuliert werden. Die Erhöhung der Anion-Konzentration unter leicht basischen Bedingungen hat hingegen keine erkennbare Wirkung auf die Deprotonierungsreaktion der Schiff’schen Base.  Die Auswertungen von zeitaufgelösten laserspektroskopischen Messungen unter niedrigem pH-Wert deckten zusätzliche photochemische Abläufe auf, die in den langsamen UV/Vis-steady-
state-Messungen nicht sichtbar waren. Es konnten in der Blitzlichtphotolyse in saurer pH-Umgebung zwei parallele Abläufe identifiziert werden (Abb. 4.17): Einerseits wurde der bekannte langsame Photozyklus-Weg mit Bildung des P400 (Abb. 4.17 A1), des P560 (Abb. 4.17 A2) und Regeneration des D505 beobachtet (Abb. 4.17 A3). Das relativ schlechte Signal-zu-Rauschen-Verhältnis sprach allerdings für eine weitaus weniger effiziente Induzierung dieses Pfades als unter leicht basischen Bedingungen. Andererseits wurde ein rotverschobenes Intermediat beobachtet, welches ähnliche Absorptionseigenschaften wie der P560-Zustand aufwies aber zu Beginn der Messung (350 ms nach Anregung) schon nahezu abgeklungen war. Dies könnte bedeuten, dass nach lichtinduzierter Anregung vermehrt unter niedrigen pH-Werten, ein alternativer Photozyklus möglicherweise ohne Deprotonierungsprozess der Schiff’schen Base induziert wird (Abb. 4.17 B1). Hieraus würden stark beschleunigte photochemische Reaktionen resultieren, deren letztes Photointermediat vor Regenerierung des Dunkelzustandes ein rotverschobenes Absorptionsmaximum ähnlich dem P560 besitzt. Derartige Prozesse könnten auch den mit erhöhter Protonenkonzentration steigenden Anteil der Probe im Dunkelzustand nach Belichtung in den steady-state Messungen im UV/Vis-Spektrometer erklären. Ein Teil des Proteins hätte nach dieser Hypothese durch die schnellen alternativen Abläufe den Photozyklus zum Zeitpunkt der Aufnahme des Absorptionsspektrums bereits vollendet (Abb. 4.17 B2). Vorstellbar wäre ein den chloridpumpenden Halorhodopsinen analoger Photozyklus [336], [132]. Im aktiven Pumpprozess kommt es dabei im Verlauf der photochemischen Entwicklungen nicht zu einer Deprotonierung der Schiff’schen Base, und der Photozyklus läuft charakteristischerweise in einem Zeitbereich von einigen Millisekunden ab [77]. Unter Annahme eines solchen Weges, wäre dieser in Os-HKR durch die Absenkung des pH-
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Wertes und die Anwesenheit von monovalenten Anionen begünstigt. Gleichzeitig wäre der Anteil des Proteins, welcher in den langsamen Photozyklus eintritt, verringert. Er erreicht durch den unter diesen Bedingungen beschleunigten Übergang von P560 nach D505 schneller wieder den Dunkelzustand und kann erneut angeregt werden. Der schnelle Verlauf stünde in Konkurrenz zu dem langsameren Photozyklus, der eine deprotonierte Spezies enthält und der bei Langzeitbelichtung und steigender Basizität der Umgebung verstärkt eingeschlagen wird. Die beobachtete weniger effiziente P400-Anreicherung in niedriegen pH-Werten könnte also mit einem alternativen, effizient Chlorid-transportierenden Mechanismus in Zusammenhang stehen (siehe Abschnitt 4.5.6). Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten schnellen photochemischen Abläufe waren selbst zu Beginn der laserspektroskopischen Datenaufnahme bereits nahezu abgeschlossen. Daher sollten zur genaueren Analyse der frühen pH-Wert-abhängigen Reaktionen und Verifizierung dieser Vermutungen erneute Messungen in niedrigen pH-Werten in einem früheren Zeitbereich nach Laseranregung durchgeführt werden. Ohne diese Überprüfung kann auch die bereits erwähnte einfache deutliche pH-induzierte Beschleunigung des „normalen“ Photozyklus inklusive Deprotonierung und Reprotonierung der Schiff’schen Base als Grund für die schnelle Dunkelregenration nicht vollständig ausgeschlossen werden (vide supra). Möglicherweise könnte auch eine derartige Beschleunigung zu einer erhöhten Effizienz des postulierten Chlorid-Transportes führen (siehe Abschnitt 4.5.6).  
 Abb. 4.17 Einflüsse der Protonenkonzentration (H+) und der monovalenten Anionen (X-) auf die photozyklischen Verläufe in Os-HKR. Niedrige Protonenkonzentrationen begünstigen unabhängig von der Anionen-Konzentration die photochemischen Abläufe, welche zur Deprotonierung der Schiff’schen Base führen (P400-Bildung, A1). Während im weiteren Verlauf der langsamen Reaktionen (Minuten-Zeitskala) der thermische Übergang aus dem P400- in den P560-Zustand nicht von pH-Wert und Anionen-Konzentration beeinflusst wird (A2), ist der Zerfall des P560-Zustandes unter Regeneration des D505-Dunkelzustandes bei hohen Anionen- und Protonenkonzentrationen beschleunigt. Niedrige pH-Werte begünstigen den Eintritt in den alternativen beschleunigten Photozyklus ohne Deprotonierung der Schiff’schen Base (RSB; B1). Es erfolgt die Dunkelzustands-Regeneration (B2) auf einer Millisekunden-Zeitskala. 
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4.5.2 Analyse der Isomerkonfiguration in Os-HKR durch Resonanz-
Raman-Spektroskopie Hinsichtlich der photochemischen Abläufe in Os-HKR sollte untersucht werden, ob die Bildung der langlebigen Intermediate mit der in mikrobiellen Rhodopsinen üblichen lichtinduzierten Retinalisomerisierung in Zusammenhang steht [284]. Die Schwierigkeiten für die Bestimmung der Retinalkonfiguration in Os-HKR mit Hilfe der RR-Technik ergaben sich aus einer Kombination der langsamen Dunkelregeneration und der Bildung von sich überlagernden Komponenten unter kontinuierlicher Laseranregung. Dadurch war die selektive Verstärkung einzelner Intermediate erschwert.  
4.5.2.1 Retinal-Isomere des D505- und des D/P560-Zustandes in Os-HKR Besonders die Messung des Dunkelzustandes D505 bei Raumtemperatur erwies sich als schwierig, da es keine Möglichkeit gab, diesen über Hintergrundbelichtung zu akkumulieren und so dauerhaft zu stabilisieren. Daher wurde zunächst versucht, durch die Absenkung des pH-Wertes und die daran gekoppelte schnelle Dunkelzustandsregeneration (siehe Abschnitt 4.5.1.1) eine Messung des Dunkelzustandes zu erreichen. Dies führte allerdings vermutlich zu parallelen pH-Wert-abhängigen Prozessen, die nicht unbedingt die dunkeladaptierte Situation des D505-Zustandes unter neutralen Bedingungen widerspiegeln. So wurde in den Bandenmustern eine Mischung aus all-trans und 13-cisRetinal mit protonierter Schiff’scher Base gefunden, wobei der 13-cis-Anteil in saurem pH-Wert überwog. Unklar sind hierbei allerdings die photochemischen Reaktionen, die durch Dauerbelichtung unter diesen Bedingungen induziert werden. So könnte der niedrige pH-Wert selbst die Verschiebung der Retinalkonfiguration zum 13-cis-Anteil bewirken. Es könnten aber auch sekundäre photochemische Effekt zur Folge haben, dass es zu einer Anreicherung der 13-cis-Retinalspezies kommt. Ebenfalls nicht auszuschließen ist, dass infolge der Belichtung Intermediate mit abweichender Retinalkonfiguration gebildet und mit vermessen werden. Über die C15=N-Konfiguration konnte in niedrigen pH-Werten keine Aussage getroffen werden, da das ermittelte Bandenmusters des Spektrums in D2O eine nicht ausreichende Datenqualität aufwies, um diesbezüglich relevante H/D-induzierte Signal-änderungen zu identifizieren. Auch die Messung des P560-Intermediates unter RT zeigte sich problematisch. Es konnte zwar durch kurzwellige Belichtung akkumuliert werden, aufgrund des nicht vollständigen Ausbleichens des Dunkelzustandes und der spektralen Überlappung von D505 und P560, wurde dennoch ein Mischspektrum aus beiden Zuständen erhalten. Da besonderes Interesse an der Evaluation von Unterschieden zwischen D505 und P560 bestand, musste eine Trennung und Stabilisierung der beiden Absorptionszustände erreicht werden. Dies wurde über eine Änderung der Salzkonzentration und eine Absenkung der Temperatur auf 80 K für die Dauer der Messung realisiert. So sorgte bei der Messung des D505-Zustandes die Erhöhung der Salzkonzentration auf 1 M NaCl für einen schnelleren Zerfall des P560-Zustandes und so zu einer Reduktion von möglichen P560-Restanteilen im Dunkelzustand. Durch das Entfernen von Anionen aus der Proteinumgebung hingegen konnte die Probe in einen reinen 560 nm-Zustand als salzfreien Dunkelzustand überführt werden. Aufgrund der überein-stimmenden Signale zwischen dem lichtinduziert erzeugten P560 und dem salzfreien Dunkel-zustand D560 in den durchgeführten RR- und FT-IR-Untersuchungen (siehe Abschnitt 3.5.5 und 3.5.6), wird davon ausgegangen, dass es sich um die gleiche Os-HKR-Absorptionsform handelt. Daher wird P/D560 im Folgenden als gleichwertiger Zustand betrachtet. Die photochemische Stabilisierung von P/D560 wurde ebenfalls durch tiefe Temperaturen vorgenommen. 
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Als erste Näherung geht man nach den Ergebnissen der RR-Messungen von einem Isomerengemisch aus 13-cis- und all-trans-Retinal aus, welches sowohl im P/D560 als auch im D505 vorliegt mit einem Verhältnis von ungefähr 40 % 13-cis zu 60 % all-trans. In beiden Zuständen ist die Schiff’sche Base des Retinals protoniert. Die syn-anti-Geometrie an der C15=N-Bindung der Schiff’schen Base kann für die 13-cis-Spezies aufgrund der H/D-induzierten Reduktion der 13-cis-spezifischen Signale nicht eindeutig ermittelt werden. Dieses Phänomen konnte schon Cr-HKR1 beobachtet werden und hat auch dort die datenbasierte Zuordnung der 13-cis-bindenden Rh-Bl-Form zur C15=N-syn- oder -anti-Konformation nicht zugelassen. Der Grund für diesen ungewöhnlichen H/D-Effekt in den HKRs ist bisher nicht bekannt. Aufgrund der nicht feststellbaren H/D-induzierten Isotopen-Effekte in der C-C-Region auf den all-trans-Anteil kann allerdings von einer C15=N-anti-Konformation der all-trans-Spezies ausgegangen werden [112], [114]. Die in anderen Rhodopsinen häufig vorkommende parallele Existenz von 13-cis-C15=N-syn-Retinal und all-trans-C15=N-anti-Retinal kann also nicht eindeutig bewiesen werden. Sie gilt aber auch in Os-HKR als wahrscheinlich, da beide Retinalspezies eine ähnliche räumliche Orientierung in der Retinalbindetasche einnehmen können, was zu den nahezu übereinstimmenden Absorptionsspektren führen könnte.  Das Gleichgewicht zwischen den protonierten Isomer-Formen (13-cis und all-trans) wird durch den Salzgehalt allein vermutlich nicht signifikant beeinflusst. Eine bedeutsame Änderung der Chromophorstruktur scheint beim Übergang von P/D560 nach D505 nicht involviert zu sein, so 
dass die große Absorptionsverschiebung von λmax= 560 nm nach λmax= 505 nm vor allem auf dem Einbau der zusätzlichen negativen Ladung des Anions beruhen müsste. Die rein Chlorid-abhängige Absorptionsänderung könnte mit einem äquivalenten Vorgang im Hs-Halorhodopsin verglichen werden, in welchem die Aufnahme von Chlorid-Ionen einen Übergang des Proteins von HR‘565- zum HR578-Zustand nach sich zieht [345]. Im Gegensatz zum Os-HKR führt die negative Ladung im Hs-Halorhodopsin durch die spezifischen Wechselwirkungen mit dem Chromoprotein aber zu einer Rotverschiebung des Absorptionsmaximums. In anderen Chlorid-pumpenden Rhodopsinen [125], [132] wurde hingegen wie im Os-HKR eine Blauverschiebung des Absorptionsmaximums infolge der Cl--Ionen-Bindung beschrieben.  Beide aufgestellten Hypothesen, das Auftreten eines Isomerengemisches in P/D560 und D505 sowie die Absorptionsänderung durch die Chlorideinlagerung, werden durch die Tatsache gestützt, dass der Übergang P/D560 nach D505 von zwei zeitlichen Komponenten abhängt (siehe Abschnitt 4.5.3), deren jeweilige Zeitkonstante stark durch die Salzkonzentration in der Umgebung beeinflusst wird. Demnach würde sich durch die leicht abweichende Affinität von 13-
cis-15-syn-Os-HKR und all-trans-15-anti-Os-HKR zu den Chlorid-Ionen, die Geschwindigkeit der Chlorideinlagerung unterscheiden, und die Folge wären zwei Zeitkonstanten während des Prozesses. Mangels eines homogenen Zustandes bezüglich der Isomerenkonfiguration konnte dementsprechend bisher nur der Mittelwert für die Chlorid-Affinität des Isomerengemisches ermittelt werden. Die Anwesenheit des Chlorid-Ions hat vermutlich besonders im 13-cis-15-syn-Os-HKR einen Einfluss auf die Wechselwirkung der Schiff’schen Base mit dem Gegenion, wodurch ein im Vergleich zum all-trans-15-anti-Anteil verringerter Kopplungseffekt der relevanten Gruppen im Resonanz-Raman-Spektrum beobachtet wird. Äußere Faktoren, wie der schon erwähnte H/D-Austausch oder die Änderung des pH-Wertes, scheinen das Verhältnis/die Anteile der Isomeren in der Proteinprobe zu beeinflussen. So ist nach Absenkung des pH-Wertes ein erhöhter Anteil an 13-cis-Retinal im RR-Spektrum zu beobachten. Hierbei ist unklar, ob es sich um den Dunkelzustand oder um ein lichtinduziertes transientes Intermediat handelt. Es könnte beispielsweise der Dunkelzustand durch die dauerhafte Lichteinwirkung über Kreuzungsreaktionen zwischen den beiden parallelen Photozyklen (siehe auch Abb. 4.20) hauptsächlich in die 13-cis-Konformation bzw. den syn-
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Photozyklus verschoben werden. Deutlich wird allerdings auch in den RR-Messungen, dass durch die Absenkung des pH-Wertes eine sichtbare Photokonvertierung zum P400-Zustand, stark minimiert wird (siehe auch Abschnitt 4.5.1.1). Das spricht für die Hypothese, dass ein beschleunigter paralleler Photozyklus existiert, in welchem keine Deprotonierungsreaktion der Schiff’schen Base stattfindet. Hier könnte die bereits erwähnte Parallele zum Halorhodopsin gezogen werden, in welchem ein effektiver Chlorid-Pump-Mechanismus ohne Deprotonierung der RSB stattfindet [132]. Demnach könnte dieser alternative Photozyklus einen beschleunigten Chlorid-Transport in Os-HKR darstellen (siehe Abschnitt 4.5.5). Dies muss in zukünftigen elektrophysiologischen Messungen nachgewiesen werden.  Im Gegensatz zu Cr-HKR1 kann im Os-HKR nach Protein-Präparation unter schwachem Rotlicht kein initialer Dunkelzustand mit homogener Chromophor-Konfiguration identifiziert werden. Die Heterogenität bezüglich der enthaltenen Retinalspezies ist auch nach Präparation des heterologen Proteins unter Ausschluss von Tageslicht gegeben und wird nicht erst durch Lichteinfluss hervorgerufen.  
4.5.2.2 Retinalisomere des P400-Zustandes in Os-HKR Auch der P400-Zustand weist eine heterogene Isomerensituation in allen getesteten Salzkonzentrationen auf. Es sind sowohl Signale einer 13-cis-Konfiguration als auch einer all-
trans-Konfiguration enthalten. Die fehlenden Isotopen-Effekte nach H/D-Austausch auf das gesamte Spektrum sind ein deutliches Zeichen für die deprotonierte Schiff’sche Base beider P400-Formen. Dies war wegen des stark hypsochrom verschobenen P400-Absorptions-maximums im Vergleich zu den beiden anderen langlebigen Zuständen (D505 und P560) bereits vermutet worden. Daher kann davon ausgegangen werden, dass eine parallele Photozyklus-initiation mit Deprotonierung der Schiff’schen Base von beiden Os-HKR-Retinalspezies im Dunkelzustand ausgeht. Wie in Cr-HKR1 würde dies zwei koexistierende Photozyklen mit den jeweils entgegengesetzten Isomerisierungsreaktionen des Chromophors voraussetzen (siehe Abb. 4.20). Die Ähnlichkeit von P400-Signalen mit dem RR-Spektrum des BR-M-Zustands lassen eine 13-cis-C15=N-anti-Konfiguration für den 13-cis-Anteil auch in Os-HKR vermuten, welcher aus einer lichtinduzierten Einfach-Isomerisierung um die C13=C14-Bindung der Polyenkette des all-trans-C15=N-anti-Retinal-Anteils im Dunkelzustand hervorgeht. Der P400-all-trans-Anteil weist vermutlich eine all-trans-C15=N-syn-Konfiguration auf und entsteht aus dem 13-cis-C15=N-
syn-Anteil des jeweiligen Dunkelzustandes. Diese Abläufe wurden auch für die Bildung des Rh-UV-Zustandes in Cr-HKR1 vermutet. Im Gegensatz zur Situation in Cr-HKR1, bei dessen Untersuchungen für den Rh-UVall-trans-15-syn und den Rh-UV13-cis-15-anti deutliche Abweichungen der Absorptionsmaxima festzustellen waren (siehe Abschnitt 4.4), kann mangels eines homogenen Ausgangszustandes in Os-HKR keine der beiden P400-Formen des syn- oder anti-Photozyklus (all-trans oder 13-cis) isoliert erzeugt werden. Daher können keine exakten Aussagen über die spektralen Abweichungen der beiden Os-HKR-P400-Spezies getroffen werden. Da die Isomeren-Heterogenität in den RR-Spektren von P400 sowohl unter Ausschluss von Salz, als auch unter moderaten und hohen Salzkonzentrationen zu beobachten war, scheint die Änderung der Anionen-Konzentration in leicht basischen pH-Werten keine Auswirkungen auf den Deprotonierungsprozess zu haben. Noch dazu kommt es durch die Anwesenheit oder das Fehlen von Anionen nicht zu einer Änderung des Bandenmusters in den RR-Spektren. Die P400-spezifischen Signale bleiben, wie auch das Absorptionsspektrum, durch die Salzkonzentration im Puffer unbeeinflusst. Der P400-Zustand zerfällt demnach unter Reprotonierung der Schiff’schen Base in den nachgewiesenerweise salzfreien P560-Zustand.  
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Die fehlende Beeinflussung der Salzkonzentration auf die Absorptionseigenschaften und auf die Zerfallsreaktion des P400 unter Bildung des P560-Intermediates lassen vermuten, dass es sich auch bei den deprotonierten Os-HKR P400-Formen um anionfreie Zustände handelt. Das deutet darauf hin, dass die im Photozyklus stattfindende transiente Anion-Abgabe wahrscheinlich vor der Bildung des deprotonierten Zustandes erfolgt. Die Aufnahme und Wiedereinlagerung des Anions in die Bindestelle in naher Umgebung zur Schiff’schen Base bestimmt im weiteren photozyklischen Verlauf den Übergang aus dem P560- in den D505-Zustand. Auch für P400 wurden Messungen bei Raumtemperatur (RT) und bei Tieftemperaturen (TT) aufgenommen. Für die RT-Messungen wurde mit Hilfe kontinuierlicher langwelliger Hintergrundbelichtung das P400-Intermediat stabilisiert. Für die TT-Messungen wurde die P400-Akkumulation vor Messbeginn vorgenommen und die Stabilisierung erfolgte durch die Kryobedingungen. Ein Vergleich deckte Abweichungen zwischen den P400-RR-Bandenmustern der RT- und der TT-Spektren auf. Diese deuteten auf einen reduzierten P400all-trans-15-syn-Anteil in den RT-Messungen hin. Sie ergibt sich vermutlich aus den unterschiedlichen photochemischen Effekten. Unter Tieftemperaturbedingungen ist wahrscheinlich hauptsächlich das sich durch die Vorbelichtung mit 530 nm Licht ergebende photochemische Gleichgewicht ausschlaggebend. Die Belichtung des Dunkelzustandes aus 13-cis-15-syn-protoniert und all-trans-15-anti-protoniert führt zur Bildung von deprotonierten all-trans-15-syn und 13-cis-15-anti-Isomeren. Ob zusätzlich eine photochemische Konvertierung zwischen der all-trans-deprotonierten Spezies des syn-Photozyklus und der 13-cis-deprotonierten Spezies des anti-Photozyklus durch die kurzwellige Laseranregung induziert wird, ist nicht bekannt. Es ist aber durch die tiefen Temperatuten unwahrscheinlich. Eine lichtinduzierte oder thermische Konversion in den protonierten P560- oder D505-Zustand wird ebenfalls durch die tiefen Temperaturen blockiert. Bei Raumtemperatur kommt es zusätzlich zu den bereits beschriebenen Vorgängen der photochemischen Umwandlung in den protonierten P560-Zustand durch die 413 nm-Laseranregung und durch die dauernde Hintergrundbelichtung mit 530 nm zur Rückkonversion in den P400-Zustand. Dieser Weg kann für die beiden enthaltenen Isomere unterschiedlich effizient sein, so dass eine veränderte Verteilung zwischen den beiden enthaltenen Isomeren die Folge der doppelten Dauerbelichtung ist. Denkbar wäre auch eine durch Nebenreaktionen erfolgende Kreuzung in den jeweils parallelen Photozyklus, wie sie auch in Cr-HKR1 beobachtet wurde. Hier könnte es ebenfalls zur vermehrten Verschiebung des Isomerengleichgewichtes zu einer der beiden Retinalspezies kommen. Interessant wäre in diesem Zusammenhang, ob der pH-Wert einen Einfluss auf das Isomeren-Gleichgewicht im P400-Zustand ausübt. Denkbar ist, dass eine der enthaltenen Isomer-Komponenten bei niedrigem pH-Wert den Photozykluspfad inklusive Deprotonierung entweder deutlich beschleunigt oder überwiegend einen alternativen beschleunigten Weg ohne Deprotonierung der RSB und die Bildung eines P400-Intermediates einschlägt. Wäre ein derartiger alternativer Reaktionspfad vornehmlich an einen der enthaltenen Isomere gebunden, müsste daraus eine Verschiebung des Gleichgewichtes der Isoformen im P400 bei pH-Wert-Änderung folgen. Auch die beobachtete weniger effiziente Bildung des deprotonierten Zustandes ließe sich durch diese Hypothese erklären. Um diese Frage zu beantworten, müssten Resonanz-Raman-Messungen des P400 bei verschiedenen pH-Werten unter Tieftemperaturen wiederholt werden. Auch zukünftige RR-Messungen des Dunkelzustandes unter Kryobedingungen und unter Absenkung des pH-Wertes sind erstrebenswert, da nicht eindeutig geklärt ist, ob die in niedrigem pH-Wert und Raumtemperatur identifizierte Erhöhung des 13-cis-bindenden Proteinanteils tatsächlich die Situation des Dunkelzustandes wiedergibt (siehe Abschnitt 4.5.2.1).  
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4.5.3 Photozyklus-Modelle für die beobachteten photochemischen 
Reaktionen in Os-HKR Die Langsamkeit der unter Standard-pH-Wert-Bedingungen (pH 7,8) beobachteten Reaktionen in Os-HKR barg Vor- und Nachteile für die Entwicklung eines photozyklischen Modells unter Auswertung der kinetischen Messungen. So waren Teile der thermischen Reaktionen wie der Übergang aus dem P400- in den P560-Zustand und die Regeneration des D505-Zustandes unter Zerfall des P560-Zustandes bereits in den langsamen Absorptionsmessungen des UV/Vis-Spektrometers sichtbar. Als nachteilig erwies sich die langsame thermische Dunkelzustandsregeneration für zeitaufgelöste laserspektroskopische Analysen der frühen Zeitpunkte nach der photochemischen Anregung des Proteins. Vor jeder neuen Photozyklus-Initiation war eine Dunkeladaptationsphase von mindestens 40 min einzuhalten, da es keine Möglichkeit gab, den Dunkelzustand photochemisch beschleunigt zu regenerieren. Messungen im Mikrosekunden-Bereich hätten für die Aufnahme jedes einzelnen Messpunktes jedoch eine erneute Anregung des Proteins aus dem Dunkelzustand erfordert, wodurch sich die Messdauer über mehrere Tage erstreckt hätte. Die Stabilität der Probe und die Vergleichbarkeit der Einzelmessungen wären nicht gewährleistet gewesen. Eine kontinuierliche Aufnahme der Spektren war mit der verwendeten Kamera technisch erst ab einem Zeitpunkt von ca. 100-300 ms nach der Anregung bis zum Ende der Dunkeladaptation möglich. Nachteilig für die Auswertung waren auch die bereits erwähnten Überlagerungen von Reaktionen und die damit verbundene Vermischung oder Verdeckung einzelner zeitlicher Komponenten, was es teilweise schwierig machte, einzelne Zeitkonstanten zu identifizieren. Daher wurden zunächst die Ergebnisse der langsamen laserspektroskopischen Messungen und der Kinetiken aus dem UV/Vis-Spektrometer in einem Photozyklus-Modell zusammengefasst. Da Chlorid im Meer als der natürlichen Umgebung des Ursprungsorganismus das hauptsächlich vorkommende Halogenid ist, werden der Vereinfachung halber im Folgenden die Anionen-abhängigen Reaktionen durch Chlorid-Ionen dargestellt.    
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Abb. 4.18 Photozyklusmodelle für die langsamen lichtinduzierten und thermischen Reaktionen in Os-HKR. Die Modelle basieren auf den beobachteten langsamen spektralen Entwicklungen (Abb. 4.14 und 4.17). Es sind nach Lichtanregung des Chlorid-Ion bindenden D505-Zustandes die transiente Abgabe und Wiederaufnahme des Anions (Cl-) und die Deprotonierung und Reprotonierung der Schiff’schen Base (H+) dargestellt (A). Eine zusätzliche Anregung der langlebigen Intermediate P400 durch kurzwelliges Licht bzw. des P560-Zustandes durch langwelliges Licht hat eine beschleunigte Konvertierung zwischen den beiden Intermediaten zur Folge (B). Es kommt nicht zu einer Chlorid-Aufnahme und -Abgabe. Die angegebenen Zeitkonstanten gelten für eine NaCl-Konzentration von 0,1 M, für einen pH-Wert von 7,8 und eine Temperatur von 20°C.  Die Anregung des D505-Dunkelzustandes führt unter den Standardbedingungen von 0,1 M NaCl, pH 7,8 und 20°C mit Zeitkonstanten von weniger als 300 ms und 3-4 s zur bi-exponentiellen Bildung des P400-Zustandes (Abb. 4.18 A). Hinsichtlich der Eigenschaften im Verlauf dieser Reaktion existierender früher Intermediate konnten aus diesen Messungen keine Rückschlüsse gezogen werden, da diese zu Beginn der Datenaufnahme nicht mehr zu identifizieren waren. Die Existenz derartiger Komponenten ist allerdings sehr wahrscheinlich, da sie üblicherweise infolge der lichtinduzierten Isomerisieung des Retinals gebildet werden und die strukturellen Voraussetzungen für die Deprotonierungsreaktion der Schiff’schen Base schaffen [328]. Im Zuge der P400-Bildung kommt es zur Deprotonierung der Schiff’schen Base, wobei das Proton auf eine nahe gelegene Aminsoäureseitenkette übertragen wird. Ein möglicher Kandidat, um als Protonakzeptor zu wirken, ist die Aminosäure D314, die an analoger Position wie der Protonakzeptor D239 von Cr-HKR1 liegt. Da die Eigenschaften des P400-Zustandes sowie der Übergang aus dem P400- in den P560-Zustand unabhängig von der Chlorid-Konzentration in der Umgebung ist, muss in der frühen Phase des Photozyklus vor der Bildung des P400 auch die Abgabe der Chlorid-Ionen erfolgen. Hypothesen für den genaueren Abgabe-Zeitpunkt werden ebenso wie das weitere Schicksal des Chlorid-Ions zu einem späteren Zeitpunkt diskutiert (siehe Abschnitt 4.5.5). P400 zeigt mit Zeitkonstanten von ca. 50-60 s und 2-3 min einen thermischen Übergang in den P560-Zustand. In vielen Messungen konnte eine weitere sehr große Zeitkonstante von 15-20 min beobachtet werden, deren Ursprung nicht geklärt ist. Diese könnten beispielsweise aus stattfindenden Rückreaktionen aus dem P560-Zustand resultieren, welche in den Modellierungen nicht berücksichtigt wurden. Im Verlauf des P400-nach P560-Überganges kommt es zur Reprotonierung der Schiff’schen Base. Dass im Fall von Os-HKR der 
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vorherige Protonakzeptor auch die Rolle des Protondonors übernimmt, ist wahrscheinlich (siehe Abschnitt 4.5.4). Erst nach der Reprotonierung der RSB kann es zu einer Wiederaufnahme des Chlorid-Ions kommen, welche ebenfalls zweiphasig mit Zeitkonstanten von 5 und 12 min zur Regeneration des D505-Ausgangszustandes führt. Es liegt demnach in einem Teil des Photozyklus die Chorid-bindende Form des Os-HKR vor (D505, frühe Intermediate?), während in einem zweiten Teil des Photozyklus inklusive der beiden langlebigen Intermediate P400 und P560 kein Chlorid im Protein gebunden ist. Zusätzlich zu den langsamen thermischen Prozessen ist eine effektive Photokonvertierung zwischen dem P400- und dem P560-Zustand durch die Absorption eines weiteren Photons möglich (Abb. 4.18 B). Energiereiche, kurzwellige Strahlung bewirkt einen beschleunigten Übergang aus dem P400- in den P560-Zustand, während energiearme, langwellige Belichtung des P560-Zustandes zu einer Konvertierung in den P400 führt. Diese Reaktionen finden ohne die transiente Aufnahme und Abgabe von Cl--Ionen (also Chlorid-frei) aber unter Deprotonierung und Reprotonierung der Schiff’schen Base statt.  Als hilfreich für die Untersuchungen der früheren Zeitpunkte nach Lichtanregung hat sich die Salzabhängigkeit des Proteins erwiesen. Durch die lichtabhängige Rückschaltbarkeit des salzfreien Proteins in den salzfreien D560-Dunkelzustand sowie die schnellere Rückkonvertierung in den D505-Zustand bei hohen Salzkonzentrationen durch die verkürzte P560-Lebensdauer, wurden absorptionsspektroskopische Messungen im Zeitbereich zwischen 100 ns und 10 s möglich. Zusätzlich wurden unter den veränderten Salzbedingungen die langsamen kontinuierlichen Messungen zwischen 300 ms und 53 min durchgeführt. Durch die Kombination der Datensätze wurden Informationen über die photoinduzierten Reaktionen von 100 ms bis 53 min nach Laser-Anregung ermittelt. Gleichzeitig ermöglichte es durch die Identifikation von Abweichungen eine genauere Bestimmung der salzabhängigen Komponenten und Reaktionen. Daraufhin konnten salzabhängige Photozyklen entworfen werden (Abb. 4.19).  
 Abb. 4.19 Salzabhängige Photzyklus-Modelle für Os-HKR. Die Modelle basieren auf den Ergebnissen der spektroskopischen Analysen in 1 M NaCl (A) und in 0 M NaCl (B). Angegeben sind die ermittelten Zeitkonstanten für die entsprechenden photochemischen Übergangsreaktionen. Offensichtliche salzabhängige Änderungen sind im 1 M NaCl-Photozyklus-Modell in rot gekennzeichnet.  
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Die Messung der frühen Zeitpunkte ab 100 ns nach Laser-Anregung des D505- (1 M NaCl; Abb. 4.19 A) bzw. des D560-Zustandes (0 M NaCl; Abb. 4.19 B) enthüllte in beiden Chlorid-Situationen die Existenz von jeweils zwei frühen rotverschobenen Intermediaten. Das erste identifizierte Intermediat hat ein Absorptionsmaximum von ca. 600 nm in 1 M NaCl bzw. 620 nm in 0 M NaCl. Die deutliche bathochrome Verschiebung im Vergleich zum jeweiligen Ausgangszustand ist vermutlich auf die bereits erfolgte lichtinduzierte Isomerisierung des Retinals zurückzuführen. Auf diese strukturelle Chromophor-Änderung folgt im Allgemeinen eine Destabilisierung der protonierten Schiff’schen Base. Der Grund dafür ist eine sterisch bedingte Änderung der Wechselwirkung zwischen der positiven Ladung der RSB und dem elektrostatisch stabilisierenden Gegenion. Die zeitliche Dimension des Überganges in ein zweites frühes Intermediat ist in Os-HKR beeinflusst von der Salzkonzentration. Er verläuft in der salzhaltigen Probe mit einer Zeitkonstante von 5-10 µs und ist in salzfreien Bedingungen um den Faktor 10-20 (auf 0,5 µs) beschleunigt. Das um 20 nm hypsochrom verschobene Absorptionsmaximum des ersten Intermediates in der chloridhaltigen Messung (P600) verglichen mit dem P620 in der salzfreien Probe deutet darauf hin, dass die negative Ladung des Anions mit einer im Vergleich zum salzhaltigen Grundzustand abgeschwächten elektrostatischen Wechselwirkung im P600 noch vorhanden ist. Das bedeutet, dass die Chlorid-Abgabe aus dem Protein zu diesem Zeitpunkt des salzhaltigen Photozyklus noch nicht stattgefunden hat. Auch die durch die Salzkonzentration beeinflussten Übergangskinetiken sprechen dafür. Das daraufhin gebildete zweite Photointermediat ist in beiden Fällen weniger deutlich rotverschoben und weist sowohl unter salzhaltigen als auch unter salzfreien Bedingungen ein Absorptionsmaximum von ca. 570 nm auf. Die Übergangskinetiken in den darauf folgenden P400-Zustand verlaufen in beiden Salzkonzentrationen biexponentiell und sind wiederum unter salzfreien Bedingungen (2,5 und 50 ms) deutlich beschleunigt im Vergleich zur salzhaltigen Messung (100-200 ms und 5-8 s). Daher kann man postulieren, dass in dieser Phase, während der Bildung des deprotonierten P400-Zustandes, die Abgabe des Chlorid-Ions erfolgt. Möglicherweise hat das Anion unter Bildung von Photointermediat 2 seine Positionierung bereits deutlich verändert, so dass es zu diesem Zeitpunkt keinen sichtbaren Einfluss mehr auf das Absorptionsmaximum des P570 nimmt. Die zusätzlich zur Deprotonierung der Schiff’schen Base notwendige Chlorid-Abgabe (Verlassen des Anions aus dem Protein) könnte eine verlangsamte P400-Bildung zur Folge haben, die auf die Effizienz der P400-Anreicherung aber keine Auswirkungen hat. Die Zerfallsreaktion des P400-Zustandes zeigt sich nicht offensichtlich von der Salzkonzentration beeinflusst. Sie verläuft wie unter Standardbedingungen mit zwei Komponenten im Zeitbereich von 50-60 s und 2-3 min. Auch hier ist eine dritte sehr große Zeitkonstante enthalten, deren Ursprung nicht eindeutig ist. Für die Reprotonierung der Schiff’schen Base können demnach keine salzabhängigen Reaktionen festgestellt werden. Insgesamt sind die Prozesse von Deprotonierung und thermischer Reprotonierung der Schiff’schen Base im Vergleich zu anderen mikrobiellen Rhodopsinen stark verlangsamt. Hierbei spielt die Salzkonzentration besonders für die Kinetik der Deprotonierungsreaktion in Os-HKR eine Rolle. Während die Deprotonierung unter chloridfreien Bedingungen (2,5 und 50 ms) in einem ähnlichen Zeitbereich wie bei Cr-HKR1 (27 ms) abläuft, ist sie in chloridhaltiger Umgebung deutlich langsamer (ca. 100 ms und 5-8 s). Sowohl unter salzhaltigen als auch unter salzfreien Bedingungen sind die Deprotonierungsreaktionen langsamer als es in BR bei der M-Zustandsbildung der Fall ist (40 µs) [170]. Bei Auswertung der äquivalenten Abläufe in Cr-HKR1 wurde vermutet, dass für die Konvertierung in den thermisch stabilen deprotonierten Rh-UV-Zustand große strukturelle Änderungen notwendig sind, die einen zeitlich höheren Aufwand bedeuten. Dies kann auch im Fall von Os-HKR angenommen werden, da der P400-Zustand ebenfalls eine ungewöhnlich lange Lebensdauer aufweist. Hinzu kommt in den salzhaltigen Messungen von Os-HKR der Prozess der Chlorid-Abgabe vor der Bildung des P400-Zustandes, 
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welcher eine weitere zeitliche Verzögerung der Reaktion zur Folge hat. Durch Lichteinwirkung auf den P400-Zustand kann die Reaktion der Reprotonierung unter Bildung des P560-Zustandes beschleunigt werden. Die involvierten Abläufe sind allerdings nicht genau bekannt. Auf der Ähnlichkeit der Absorptionsspektren und des vergleichbaren Zeitverlaufes der Zerfallsreaktion gründete sich die Annahme, dass der thermisch gebildete P560, der lichtinduzierte P560 und der salzfreie D560 dieselbe Protein-Konformation darstellen. Dies konnte durch FT-IR-Messungen bestätigt werden (siehe Abschnitt 3.5.6). Daraus folgt, dass die P560-nach-D505-Konvertierung absolut abhängig von der Chlorid-Konzentration ist. Während sie in 0 M NaCl nicht stattfindet und der Photozyklus mit Bildung des D560-Zustandes abgeschlossen ist, ist der Übergang in 1 M NaCl so stark beschleunigt, dass der P560-Zustand in den laserspektroskopischen zeitaufgelösten Messungen nicht in Erscheinung tritt. Nach Anreicherung des P560-Zustandes über kurzwelliges Licht unter Hochsalzbedingungen, konnte die Zeitkonstante von ca. 40-50 s für den P560-Zerfall (1 M NaCl) in den Einzelspurkinetiken bestimmt werden. Da der Zerfall bei hohem Chlorid-Gehalt demnach schneller verläuft als die Bildungsreaktion, wird das Photoprodukt P560 im thermischen Verlauf nicht sichtbar akkumuliert.  Aufgrund der hierbei getroffenen Unterscheidung von salzabhängigen und salzunabhängigen Reaktionen sind die Chlorid-Abgabe vor der Bildung des P400-Zustandes und die Chlorid-Aufnahme beim Übergang aus dem P560- in den D505-Zustand anzunehmen. Die beiden Intermediate P400 und P560 stellen den Chlorid-freien Teil des Photozyklus dar. Noch dazu besitzt der P400 vermutlich eine strukturell bedingte Unzugänglichkeit für die Chlorid-Ionen. Deutlich wird das an seiner von der Chlorid-Konzentration unbeeinflussten Zerfalls-geschwindigkeit. Der Übergang in den P560-Zustand ist notwendig, um das Protein zugänglich für die Chlorid-Ionen zu machen. Die entsprechenden essentiellen Umstrukturierungen erfolgen im Zuge der Isomerisierung des Retinals und der Reprotonierung der Schiff’schen Base. Das begründet ebenfalls die Theorie, dass auch unter hoher Salzkonzentration ein P560-Intermediat gebildet werden muss auf dem Weg zum Übergang in den D505-Zustand, auch wenn dieses aufgrund seiner verkürzten Lebensdauer und der langsamen Zerfallsreaktion des vorangehenden P400-Zustandes nicht sichtbar in Erscheinung tritt. Nicht ganz sicher ist, ob das Rhodopsin im P560-Zustand zusätzlich zu dem fehlenden Chlorid-Ion weitere Abweichungen zum D505-Zustand aufweist. Möglich ist, dass beide Zustände konformationell übereinstimmen und der D560 eine Chlorid-freie Os-HKR‘-Version des Os-HKRCl- ist. Aus den im Rahmen dieser Arbeit gesammelten Daten lassen sich keine Informationen über sehr frühe Reaktionen im Femto- und Pikosekunden-Bereich des Photozyklus und über den angeregten Zustand des Os-HKR-Proteins ziehen. Dafür wären ultraschnelle Pump-Probe-Messungen notwendig, wie sie für Cr-HKR1 durchgeführt wurden (siehe 3.4.2.2).   
4.5.3.1 Retinal-Isomerisierung und parallele Photozyklen unter Standardbedingungen Die in den RR-Messungen festgestellte heterogene Isomerensituation führt wahrscheinlich in Os-HKR zu parallelen syn- und anti-Photozyklen, die aus den beiden Retinalkonfigurationen des jeweiligen Dunkelzustandes (D505 oder D560) hervorgehen. Eine derartige Situation wird auch in Cr-HKR1 angenommen (siehe 4.4.4). Die teilweise identifizierten bi-exponentiellen Reaktionsverläufe können auf die parallele Entwicklung der entsprechenden Intermediate zurückgeführt werden. Es wird auch im Dunkelzustand von Os-HKR von einer Mischung aus all-
trans-C15=N-anti- und 13-cis-C15=N-syn-Retinal ausgegangen. Beide Retinal-Isomere sind in der Lage, aufgrund ihrer Geometrie eine ähnliche räumliche Orientierung in der Retinal-Bindetasche 
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einzunehmen. Darauf beruht die in beiden Fällen effiziente Stabilisierung der protonierten Schiff’schen Base, da in beiden Isoformen eine elektrostatische Wechselwirkung mit dem negativ geladenen Gegenion möglich ist. Eine Folge daraus sind die ähnlichen Absorptionseigenschaften der beiden Komponenten. Leichte Abweichungen der Absorptionsmaxima der verschiedenen Isoformen sind üblicherweise dennoch vorhanden. Sie resultieren aus dem abweichenden Grad 
der Delokalisation des konjugierten π-Elektronen-Systems in 13-cis- bzw. all-trans-Retinal [287]. Im Gegensatz zu Cr-HKR1 lässt das Fehlen homogener Zustände hinsichtlich der Retinalkonfiguration in Os-HKR eine spektrale Trennung der beiden in den Absorptionsspektren überlagerten Spezies nicht zu. Daher war es bisher nicht möglich, die Absorptions-verschiebungen für Os-HKR zwischen der jeweiligen 13-cis- und all-trans-Form aus syn- und 
anti-Photozyklus zu bestimmen. Die Existenz der in der Hochsalz-Messung identifizierten frühen Intermediate P600 und P570 kann auf die Messungen unter moderaten Salzbedingungen übertragen werden. In der chloridbindenden Probe resultieren die Anregung der D505all-trans-Form mit C15=N-anti-Konformation in der Bildung des P60013-cis-15-anti-Intermediates und die Anregung der D50513-cis-Form mit C15=N-syn-Konformation in der Bildung des P600all-trans-15-syn-Intermediates durch die jeweilige Einfach-Isomerisierung um die C13=C14-Bindung der Polyenkette des Retinals (Abb. 4.20). Die C13=C14-Isomerisierung führt vermutlich die bathochrome Verschiebung des Absorptionsmaximums herbei, da es zu einer veränderten Orientierung der Schiff’schen Base kommt. Die Folge ist eine Minderung der stabilisierenden elektrostatischen Wecheselwirkung zwischen Gegenion und der positiven Ladung der Schiff’schen Base, welche in der frühen Phase des Photozyklus auch in anderen mikrobiellen Rhodopsinen beobachtet wird [170] . Daraufhin kommt es zu weiteren strukturellen Änderungen und der Bildung des P570-Zustandes. In beiden frühen Intermediaten ist, wie schon erwähnt, das Chlorid-Ion vermutlich noch im Protein gebunden. Es werden in dieser Phase die strukturellen Voraussetzungen sowohl für die Abgabe des Chlorid-Ions als auch für die Deprotonierung der Schiff’schen Base geschaffen. Auf die fehlende Stabilisierung der positiven Ladung folgen die Absenkung des pKa-Wertes der Schiff’schen Base und die Erhöhung des pKa-Wertes des Protonakzeptors [103], [321]. Daraufhin kommt es zum Protonentransfer von der Schiff’schen Base zur funktionellen Gruppe des Protonakzeptors. Demnach wird aus dem D505all-trans-15-anti-Anteil über die trans-cis-Isomerisierung, Chlorid-Abgabe und Deprotonierung der P40013-cis-15-anti-Anteil gebildet. Die entgegengesetzte cis-trans-Isomerisierung führt unter Chlorid-Abgabe und Deprotonierung aus dem D50513-cis-15-syn-Anteil zur Bildung des P400all-trans-15-syn-Anteils (Abb. 4.20). Da vermutlich nur eine Einfach-Isomerisierung erfolgt, bleiben die ursprünglichen C15=N-Konformationen erhalten.   
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 Abb. 4.20 Parallele Photozyklen in Os-HKR. Paralleler photozyklischer Verlauf nach Anregung der all-trans-C15=N-anti-Form im anti-Photozyklus und der 13-cis-C15=N-syn-Form im syn-Photozyklus des Chlorid-bindenden D505-Zustandes von Os-HKR. Es ist der Verlauf unter Standardbedingungen (0,1 M NaCl, pH 7,8) ohne sekundäre photochemische Anregung dargestellt.  Die niedrigen pKa-Werte der Schiff’schen Base müssen in beiden P400-Formen ungewöhnlich stark stabilisiert sein, wodurch die vergleichsweise langen Lebensdauern der deprotonierten Intermediate erklärt werden können. In vielen sensorischen Rhodopsinen konnte der deprotonierte Zustand als aktiver Zustand der Signaltransduktion definiert werden. Auch hier ist ihre Lebensdauer gegenüber den Ionen-Pumpen auf einige Hundert Millisekunden verlängert, um eine effizientere Signalweiterleitung zu gewährleisten [308]. Zeitliche Dimensionen für das Ablaufen der Reprotonierung im Minutenbereich konnte in anderen sensorischen Rhodopsinen bisher nicht gefunden werden. Sie ist vermutlich unter anderem eine Folge der in Os-HKR fehlenden BR-D96-analogen Aminosäure mit freier Carboxyl-Gruppe, die beispielsweise in den lichtaktivierten Protonenpumpen die Rolle des Protondonors übernimmt. Durch die abweichenden Positionierungen von Protonakzeptor (gerichtet zur extrazellulären Pore) und Protondonor (gerichtet zur intrazellulären Pore) erfolgt die Reprotonierung in Protonenpumpen wie BR bereits vor der Reisomerisierung des Retinals [105]. Der Zerfall des P400-Intermediates führt in Os-HKR zur Bildung des P560-Zustandes. Die Prozesse während dieser Reaktion sind noch nicht eindeutig geklärt. Allerdings zeigt der P560-Zustand nach Auswertung der RR-Spektren keine Abweichungen in der Retinalkonfiguration von dem folgenden D505-Zustand. Daher erfordert die Bildung von P560 sowohl eine Reprotonierung der Schiff’schen Base als auch die Rückisomerisierung um die C13=C14-Bindung der Polyenkette des jeweiligen Retinal-Isomers. Es ist wahrscheinlich, dass auch in Os-HKR diese beiden Reaktionen zeitlich versetzt zuneinander ablaufen. Da in Os-HKR der potentielle Protondonor aufgrund des fehlenden D96-Homologs vermutlich die gleiche funktionelle Gruppe wie der Protonakzeptor ist, ist eine Reisomerisierung vor der Reprotonierungsreaktion der Schiff’schen Base anzunehmen [316].  
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Dieser Umstand wurde für den Rh-UV-nach-Rh-Bl-Übergang in Cr-HKR1 bereits ausführlich diskutiert (siehe Abschnitt 4.4.4). Analog dazu würden diese Prozesse auch in Os-HKR die transiente Bildung eines P400‘-Zustandes voraussetzen, in dem die jeweilige C13=C14-Reisomeri-sierung in dem noch deprotonierten Retinal bereits stattgefunden hat. Aus dem P40013-cis-Anteil entsteht demenstprechend der P400’all-trans-Anteil, beide mit einer C15=N-anti-Konformation. Aus dem P400all-trans-Anteil wird der P400’13-cis-Anteil gebildet, wobei hier beide Intermediate eine C15=N-syn-Konformation aufweisen. Erst dabei wird das freie Elektronenpaar vermutlich wieder in räumliche Nähe des potentiellen Protondonors (D314) gebracht, was eine Erhöhung des pKa-Wertes der Schiff’schen Base und eine Absenkung des pKa-Wertes des Protondors zur Folge hat. Der Protontransfer von der funktionellen Gruppe des Protondonors auf die Schiff’sche Base und Bildung des P560-Zustandes ist die Folge. Die Retinalkonfiguration bleibt erhalten und die elektrostatische Wechselwirkung zwischen dem negativ geladenen Gegenion (D314?) und der positiv geladenen Schiff’schen Base führt zu deren Stabilisierung. In den spektroskopischen Untersuchungen kann die Bildung der P400‘-Formen allerdings nicht eindeutig nachgewiesen werden. Eine Ursache dafür könnte sein, dass sie spektral nicht in Erscheinung treten, da sie sich hinsichtlich der Absorptionseigenschaften nicht grundlegend von dem jeweiligen P400-Ausgangszustand unterscheiden (vgl. Cr-HKR1). Eine weitere Begründung für deren Nicht-Identifizierung könnte in der Kurzlebigkeit der P400‘-Formen liegen. Demnach würde die Reprotonierung nach Isomerisierung schnell erfolgen, so dass die P400‘-Intermediate auf der langsamen Zeitskala der Messungen nicht apparent akkumulieren. Den geschwindigkeits-bestimmenden Schritt für den P400-nach-P560-Übergang in Os-HKR würde die langsame thermische Isomerisierung darstellen. Ein Argument für letztere Vermutung ist, dass der Übergang aus P400 nach P560 durch Lichtabsorption stark beschleunigt wird. Das würde bedeuten, dass der Lichtimpuls die schnelle Isomerisierung hervorruft, wodurch der langsame thermische Prozess überwunden wird. Nicht bekannt ist bisher, wie schnell genau die lichtinduzierte Reprotonierung nach kurzwelliger Belichtung des P400-Zustandes erfolgt. Hier wäre es interessant, ob sie wie in Cr-HKR1 nach der gesonderten Rh-UV-Anregung ebenfalls auf einer Millisekunden-Zeitskala verläuft. Um diesbezüglich Informationen zu erhalten, wären zeitaufgelöste laserspektroskopische Messungen der frühen Zeitpunkte (µs-s-Bereich) nach sekundärer Anregung des P400-Zustandes notwendig.  Es treten bei der P400-nach P560-Konvertierung weitere strukturelle Änderungen ein, die eine anschließende Chlorid-Aufnahme in das Protein ermöglichen. Der letzte Schritt auf dem Weg zum Dunkelzustand D505 ist also von der Einlagerung des negativen geladenen Chlorid-Ions bestimmt, welche die hypsochrome Verschiebung bewirkt. Daher muss die Anion-Bindestelle in der Nähe der Schiff’schen Base lokalisiert sein, um so zur elektrostatischen Stabilisierung der positiv geladenen RSB beitragen zu können. Die Tatsache, dass es hierbei zur Messung von zwei Zeitkonstanten kommt, könnte ein weiterer Beweis für die parallel verlaufenden Photozyklen sein. Es zeigt hierbei jedes der beiden Isomere eine eigene Affinität für die Chlorid-Bindung, was in abweichenden Zeitkonstanten für die Aufnahme resultiert. Der zweite Teil der Photozyklen stellt also die entgegengesetzten Prozesse des ersten Teils dar (Abb. 4.20). Es erfolgt aus dem P40013-cis-15-anti-Anteil unter cis-trans-Isomerisierung, Reprotonierung der Schiff’schen Base und Chloridbindung die Bildung des D505all-trans-15-anti-Anteils. Die trans-cis-Isomerisierung des P400all-trans-15-syn-Anteils führt durch Reprotonierung der Schiff’schen Base und Chloridbindung zur Bildung des D50513-cis-15-syn-Anteils. Durch die Vielzahl der parallel verlaufenden Prozesse ist es nicht möglich, einzelne Zeitkonstanten einer der beiden Retinalspezies zuzuordnen. Die Überlagerungen der Reaktionen sorgen auch dafür, dass nicht für alle Photozyklusphasen bi-exponentielle Verläufe modelliert werden können.  
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Es ist mir bewusst, dass die Messungen unter salzfreien Bedingungen keinerlei physiologische Relevanz besitzen. Denn in der natürlichen Umgebung von Organismus und Protein (Meer), wird es nie zu einer absoluten Abwesenheit von Chlorid-Ionen kommen. Trotzdem haben die salzfreien Untersuchungen für die Interpretation der Standardmessungen bedeutende Informationen geliefert. Anhand der vorangegangenen Analysen ist bekannt, dass es sich bei dem P560-Intermediat um einen salzfreien Zustand handeln muss, der identisch mit dem salzfreien Dunkelzustand D560 ist. Wenn es zu sekundärer photochemischer Anregung des P560-Zustandes kommt, sollten die gleichen Reaktionen folgen, die nach Anregung von D560 im salzfreien Photozyklus beobachtet wurden. Ausgehend von dem P560-Zustand, in welchem die heterogene Isomeren-Konfiguration ebenfalls gegeben ist, kommt es zu der parallelen trans-cis- bzw. cis-trans-Isomerisierung um die C13=C14-Bindung des Retinals im anti- und syn-Photozylus (Abb. 4.21).   
 Abb. 4.21 Parallele Photozyklen in Os-HKR: Photoreaktion des P560. Paralleler photozyklischer Verlauf nach sekundärer photochemischer Anregung der all-trans-Form und der 13-
cis-Form im anti- und syn-Photozylus des P560-Zustandes von Os-HKR unter Standardbedingungen (0,1 M NaCl, pH 7,8). Gestrichelt ist der Verlauf ohne sekundäre photochemische Reaktionen dargestellt.  Es wird infolge der Retinal-Isomerisierung (Rotation um die C13=C14-Bindung) das jeweilige erste frühe rotverschobene Intermediat gebildet, welches wie im salzfreien Photozyklus ein Absorptionsmaximum bei 620 nm aufweisen müsste, da kein negativ geladenes Chlorid-Ion vorhanden ist (vgl. Abb. 4.19 B). Daraufhin folgt ohne weitere Änderung der Retinalstruktur aber durch Strukturänderungen im Protein der Übergang in den jeweiligen salzfreien P570-Zustand. Hierbei kommt es wie schon beschrieben zur weiteren Destabilisierung der protonierten Schiff’schen Base, welche die Absenkung des RSB-pKa-Wertes in beiden Retinalspezies nach sich zieht.  
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Der Transfer des Schiffbasen-Protons auf die funktionelle Gruppe des Protonakzeptors sorgt für die Bildung der jeweiligen deprotonierten P400-Form mit 13-cis-15-anti- (aus P560all-trans-15-anti) bzw. all-trans-15-syn-Konfiguration (aus dem P56013-cis-15-syn). Die folgenden Reaktionen der Reisomerisierung und Reprotonierung der Schiff’schen Base bis zur Bildung des P560-Zustandes sind die gleichen, wie ohne sekundäre Anregung, da diese Phase in allen Fällen den chloridfreien Teil des Photozylus darstellt (Abb. 4.21). Bei den gesamten Abläufen, die durch die sekundäre Anregung hervorgerufen sind, handelt es sich um anionfreie Prozesse. Es kommt nicht zu einer transienten Aufnahme von Chlorid-Ionen. Dadurch sind die Prozesse der Anregung von D560 beschleunigt und der Pfad wird bei Dauerlicht begünstigt eingeschlagen. Ob es in Os-HKR wie in Cr-HKR1 auch zu einer belichtungsbedingten Kreuzung zwischen den beiden parallelen Photozyklen kommt ist nicht klar ersichtlich. Durch die lange Lebensdauer der verschiedenen Intermediate und der damit verbundenen hohen Wahrscheinlichkeit der sekundären photochemischen Effekte ist es aber nicht auszuschließen.  Alle bisher gezeigten Modelle berücksichtigen noch nicht die alternativen pH-abhängigen Prozesse. Diese werden im Anschluss an die Diskussion der Gegenion-Situation aufgegriffen.  
4.5.4 Analyse der Gegenion-Situation in Os-HKR Dass in Os-HKR die beiden Reste E181 und D314 als potentielle Gegenionen vorhanden sind [320], stellt einen klaren Unterschied zu der Situation in Cr-HKR1 dar. Hier ist mit dem BR-D212-analogen D239 nur ein Rest mit potentiellem Gegenion-Charakter an den betreffenden Positionen konserviert [226]. Daher war es im Fall von Os-HKR vor der entsprechenden Analyse unklar, welcher der beiden Reste die Funktionen des Gegenions, des Protonakzeptors und des Protondonors für die Schiff’sche Base übernimmt. Auch konnte nicht vorhergesagt werden, ob all diese Funktionen von der funktionellen Gruppe einer einzigen Aminosäure übernommen werden, wie es in Cr-HKR1 der Fall ist. Aufgrund der Salzabhängigkeit ergaben sich für Os-HKR noch weitere Fragen. Durch den großen spektralen Einfluss der Chlorid-Bindung im Protein, welcher einen hypsochromen Effekt ausübt, kann eine Chlorid-Bindestelle in der Nähe der Schiff’schen Base vermutet werden. Es ist anzunehmen, dass auch die potentiell geladenen Aminosäuren in der Gegenionregion einen Einfluss auf den Charakter der Bindestelle nehmen könnten.  
4.5.4.1 Substitutionen der potentiellen Gegenionen haben deutliche Auswirkungen auf 
die photozyklischen Prozesse und die Chlorid-Affinität Zur genaueren Bestimmung der Rollenverteilung in Os-HKR bezüglich des Protontransfers und der elektrostatischen Wechselwirkung mit der protonierten Schiff’schen Base wurden jeweils einzeln die beiden Reste E181 und D314 gegen ein Asparagin substituiert. Wie bereits erwähnt führen beide Einzelmutationen zu drastischen Änderungen der lichtinduzierten Reaktionen in Os-HKR.   
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 Abb. 4.22 Heterogenität der Chlorid-Bindung in den Gegenion-Mutanten von Os-HKR. Ausschnitt des Strukturmodells von Os-HKR (auf Basis von BR 1KGB [106]). In schwarzer Schrift sind die Aminosäuren in Os-HKR bezeichnet. Die blauen Markierungen geben die entsprechenden Aminosäuren in BR an (A). Absorptionsspektren der Dunkelzustände der Mutante E181N (B) und der Mutante D314N (C) in salzfreien Bedingungen (blaue Linie), in 0,1 M NaCl (schwarze Linie) und in 1 M NaCl (rote Linie). Die gestrichelte Linie (grün) bildet das gewichtete Mittel aus den 1 M NaCl- und dem 0 M NaCl-Spektrum. Die jeweilige Gewichtung wird über die Absorptionsintensitäten der salzfreien und salzhaltigen Spezies suggeriert.  Bereits die Dunkelspektren unter Standardbedingungen (0,1 M NaCl, pH 7,8) beider Mutanten weisen große Abweichungen zum Wildtyp auf. Dies konnte auf eine unter diesen Bedingungen vorliegende Mischung von Chlorid-gebundenen und Chlorid-freien Probenanteilen zurückgeführt werden. Die Folge daraus sind intermediäre Absorptionsmaxima in 0,1 M NaCl, welche spektral zwischen dem jeweiligen anionbindenden und dem anionfreien Spektrum liegen. Dies wird auch deutlich an den gewichtet gemittelten Absorptionsspektren aus der 0 M NaCl-Probe und der 1 M NaCl-Probe (Abb. 4.22 B und C) beider Mutanten. Hier kann durch das Mitteln der in salzfreien und in Hochsalzbedingungen aufgenommenen Absorptionskurven das Absorptionsmaximum des intermediären 0,1 M NaCl-Spektrums modelliert werden. In E181N ist zum Erreichen der gleichen Absorption ein größerer Anteil des Hochsalzspektrums in den gemittelten Werten enthalten als in D314N. Das spricht dafür, dass in E181N in moderaten Salzkonzentrationen ein größerer Teil der Probe eine Cl--Bindung aufweist als in D314N. Durch Erhöhung der Salzkonzentration kann der Anteil der Cl--bindenden Moleküle in den Proben beider Mutanten erhöht werden, was eine entsprechend stärkere Blauverschiebung des Gesamtspektrums hervorruft, die dem des Chlorid-bindenden D505-Zustandes des Wildtypproteins sehr ähnlich ist. Die hypsochrome Verschiebung der anionfreien Spektren der Mutanten im Vergleich zum salzfreien Wildtyp-Spektrum (λmax= 560 nm) um mehr als 20 nm resultiert vermutlich aus einer mit der Mutation assoziierten Veränderung der elektrostatischen 
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Wechselwirkungen des Gegenion-Komplexes. Hier ist allerdings noch nicht bekannt, welche weiteren funktionellen Gruppen (möglicherweise hinsichtlich ihres Protonierungsstatus) involviert sein könnten. Die heterogene Situation der Probe bezüglich der Cl--Bindung in den Mutanten bei 0,1 M NaCl zeigt, dass die Mutationen eine reduzierte Affinität zu dem Cl--Ion hervorrufen müssen. Die genauen Km-Werte für die Chlorid-Affinität in den Mutanten müssten zukünftig bestimmt werden. Im Wildtyp scheint in 0,1 M NaCl der Großteil der Proteinmoleküle in der Probe ein Anion gebunden zu haben, was an dem blauverschobenen Absorptionsmaximum (505 nm) zu erkennen ist verglichen mit der salzfreien Probe. In der Mutante E181N bindet in 0,1 M NaCl nur ein Teil der Probe ein Anion, während in 1 M NaCl ein Großteil der Probe ein blauverschobenes Absorptionsmaximum nach 502 nm zeigt und demnach wahrscheinlich die überwiegende Anzahl der Proteinmoleküle aniongebunden vorliegt. In der Mutante D314N ist in 0,1 M NaCl eine sehr geringe Blauverschiebung zu beobachten, und sie betrifft auch in 1 M NaCl nur einen Teil der Probe. Die Chlorid-Affinität scheint in der D314N-Mutante stärker herabgesetzt zu sein als in der Mutante E181N. Beide Aminosäuren müssen für die Aufnahme und Positionierung der Anionen von großer Bedeutung zu sein. Die Heterogenität der Proben hinsichtlich der Chlorid-Bindung spiegelte sich auch in den RR-Analysen der jeweiligen Dunkelzustände wider. Sie war besonders an den Frequenzen der C=C-Streckschwingungsbanden der Polyenkette des Retinals zu erkennen, da deren Lage negativ linear mit den chloridinduzierten Verschiebungen der Absorptionsmaxima der vermessenen Zustände korreliert [180]. So können in E181N besonders unter 0,1 M NaCl und in D314N besonders in 1 M NaCl eine Mischung aus C=C-Signalen des Chlorid-bindenden und des Chlorid-freien Probenanteils festgestellt werden. Alle Dunkelzustände weisen eine protonierte Schiff’sche Base auf, was an den H/D-induzierten Isotopeneffekten sichtbar wurde [181], [289]. Hinzu kommt, dass auch in den Mutanten eine heterogene Isomeren-Situation zu finden ist. Vermutlich sind also in jedem dieser Spektren die Signale der vier verschiedenen protonierten Spezies vorhanden: der Chlorid-gebundenen all-trans-Cl--Form, der Chlorid-freien all-trans-Form mit einer C15=N-anti-Konfiguration, der Chlorid-gebundenen 13-cis-Cl--Form und der Chlorid-freien 13-cis-Form mit einer C15=N-syn-Konfiguration. Daraus folgt, dass durch die Existenz der in-phase- und out-of-phase-Mode für jedes Retinalisomer acht verschiedene C=C-Streckschwingungsmoden in den salzhaltigen Spektren enthalten sein müssen. In den salzfreien Proben liegen jeweils vier C=C-Moden vor, da die Chlorid-bindenden Spezies fehlen. Aus diesem Grund kam es besonders in den Spektren unter salzhaltigen Bedingungen zu starken Überlagerungen einzelner Signale, was die Zuordnung erschwerte. Zusätzlich scheint es einen Zusammenhang zwischen der Salzkonzentration und dem Isomerengleichgewicht in den Mutanten zu geben. Die Bindung des Chlorid-Ions scheint die 13-cis-15-syn-Konfiguration des Retinals im Dunkelzustand des Proteins zu begünstigen. In der salzfreien Probe liegt hingegen der größere Teil des gebundenen Retinals in der all-trans-15-anti-Form vor.  Auch für die photozyklischen Prozesse ergeben sich deutliche Abweichungen zwischen den Mutanten und dem Wildtyp-Protein. So kommt es zwar nach Belichtung des Dunkelzustandes zur Bildung eines P400-ähnlichen Zustandes, was also für eine Deprotonierungsreaktion der Schiff’schen Base spricht. Darauf folgend ist im langsamen Zeitbereich des Photozyklus allerdings nur ein Übergang aus diesem blauverschobenen Intermediat zum jeweiligen Dunkelzustand festzustellen. Die Existenz eines späten rotverschobenen Intermediates, welches dem P560-Zustand des Wildtyps entsprechen würde, kann nicht nachgewiesen werden. Das Schalten zwischen dem jeweiligen Dunkelzustand und dem blauverschobenen Zustand ist lichtinduziert in beide Richtungen möglich. Der Probenanteil, der in diesem Zeitrahmen sichtbar in den blau-verschobenen Zustand überführt werden kann, ist im Vergleich zum Wildtyp stark 
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reduziert. Zusätzlich sinkt dieser Anteil in D314N mit steigendem Salzgehalt. Der P400-ähnliche Zustand ist demnach weniger effizient akkumulierbar. Ob hierbei die Bildung des blauverschobenen Zustandes inhibiert ist für einen Teil der Probe oder ein Teil des Proteins einen deutlich beschleunigten Photozyklus aufweist, so dass dieser Teil zu Beginn der Messung wieder im Dunkelzustand vorliegt, müsste in Blitzlichtphotolyse-Experimenten überprüft werden. Als weiterer Unterschied zum Wildtypprotein ist der zeitliche Verlauf für den thermischen Übergang vom blauverschobenen Zustand in den jeweiligen Dunkelzustand stark beeinflusst von dem Salzgehalt in der Umgebung und somit vermutlich von der Tatsache, ob Chlorid im Protein gebunden vorliegt oder nicht. In hoher Salzkonzentration (1 M NaCl) ist die apparente Zeitkonstante (20-30 s) für den Übergang aus dem P400-ähnlichen Intermediat in den jeweiligen Dunkelzustand im Vergleich zum Wildtyp deutlich beschleunigt. Mit sinkender Salzkonzentration und sinkendem Anteil an Chlorid-bindenden Molekülen ist die vollständige Regeneration verlangsamt oder sogar inhibiert. Da dies wahrscheinlich nur einen Anteil des Proteins betrifft, welcher mit sinkender Salzkonzentration zunimmt, bedarf die Interpretation dieser Beobachtung weiterer Analysen. In den Wildtyp-Messungen hingegen zeigt sich der P400-Zerfall immer unabhängig von der Salzkonzentration. Die Salzkonzentration und besonders das Fehlen der Anionen in der salzfreien Variante haben auf die Photozyklusabläufe in der D314N-Mutante einen größeren Einfluss als in der E181N-Mutante. Die moderate Salzkonzentration (0,1 M NaCl) stellt bezüglich der untersuchten Eigenschaften eine Zwischenform zwischen der salzfreien und der Hochsalzprobe dar.  Besonders auffällig ist die Chlorid-abhängige Änderung der Absorptionsmaxima in den blauverschobenen P400-ähnlichen Intermediaten der Mutanten. Diese war in D314N deutlicher ausgeprägt, so dass in salzfreier Umgebung ein Absorptionsmaximum von 400 nm und unter Hochsalzbedingungen ein um 14 nm hyposochrom verschobenes Absorptionsmaximum von 386 nm beobachtet wurde. In E181N liegt das Absorptionsmaximum sowohl unter salzfreien als auch unter salzhaltigen Bedingungen bei ca. 394 nm. Es waren lediglich salzbedingte Abweichungen in der Feinstruktur zu erkennen. Im Wildtypprotein konnte ein solcher Einfluss nicht festgestellt werden und der deprotonierte P400-Zustand war als Chlorid-freies Intermediat interpretiert worden. Der Einfluss des Salzgehaltes in der Proteinumgebung auf die Absorptionseigenschaften der P400-ähnlichen Intermediate in den Mutanten spricht dafür, dass diese infolge der Mutationen auch in Chlorid-bindender Form auftreten. Daher kann der D314N-P400 als Chlorid-freies und der D314N-P386Cl- als Chlorid-bindendes deprotoniertes Intermediat interpretiert werden. In der Mutante E181N treten der E181N-P394 und E181N-P394Cl- auf. Der größere Effekt der Chlorid-Bindung auf die absorptiven Eigenschaften in D314N-P386Cl- deutet auf eine stärkere Wechselwirkung zwischen Chlorid-Ion und Chromophor im deprotonierten Zustand von D314N hin. In den RR-Untersuchungen wurden die blauverschobenen Zustände der Mutanten als Photoprodukte mit deprotonierter Schiff’scher Base verifiziert. Die Chlorid-abhängigen Unterschiede traten auch in den RR-Spektren hervor. Das zeigte, dass in beiden Mutanten wie vermutet deprotonierte Zustände mit gebundenen Clorid-Ionen existieren müssen, während im Wildtypprotein nur Chlorid-freie P400-Formen identifiziert werden konnten, unabhängig von der Salzkonzentration in der Umgebung. Übereinstimmend mit der Feststellung, dass es in salzhaltiger Umgebung nicht zu einer transienten Bildung eines anionfreien späten rotverschobenen P560-Zustandes kommt, kann man interpretieren, dass die aktive Aufnahme und Abgabe der Anionen durch die eingeführten Mutationen gestört sind. Die einzelnen Proteinmoleküle haben entweder als E181NCl- bzw. D314NCl- ein Anion gebunden (D502 bzw. D503-Zustand) oder sie liegen Anion-frei vor (D538 bzw. D536-Zustand). Innerhalb der photozyklischen Reaktionen und der Bildung des blauverschobenen Zustandes ändert sich an 
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dieser Situation nichts. Darufhin sind die deutlichen Chlorid-Einflüsse auf die RR-Spektren, aber auch auf die Absorptionsspektren der blauverschobenen Zustände der Mutanten zu beobachten. Das erklärt auch die Chlorid-abhängigen Unterschiede in den kinetischen Messungen (siehe Abschnitt 3.5.7) der thermischen Übergänge vom deprotonierten Zustand in den jeweiligen Dunkelzustand. Wahrscheinlich hat die Anwesenheit der zusätzlichen negativen Ladung durch das Anion besonders durch das Fehlen einer freien Carboxyl-Gruppe in der Gegenion-Region der Mutanten einen Einfluss auf die Reprotonierung der Schiff’schen Base, die entscheidend für diese Reaktion ist. Die sichtbare Konvertierung des jeweiligen Dunkelzustandes in den entsprechenden blauverschobenen Zustand nach vergleichbarer Langzeitbelichtung (1 min) ist in den Mutanten herabgesetzt im Vergleich zum Os-HKR-Wildtyp. Ob es einen Zusammenhang zwischen der lichtinduzierten Überführbarkeit des Proteins in den langlebigen deprotonierten Zustand und der Chromophorkonfiguration gibt, ist unklar. Grundsätzlich konnten in den RR-Spektren der deprotonierten Zustände der Mutanten ebenfalls Signale für beide Chromophor-Konfigurationen festgestellt werden. Allerdings war es infolge der Chlorid-Heterogenität nicht möglich zu entscheiden, ob diese auch tatsächlich für beide Chlorid-Situationen existieren, also ob es auch hier zu einer Koexistenz der vier verschiedenen Spezies (der Chlorid-gebundenen all-trans-Cl--Form, der Chlorid-freien all-trans-Form, der Chlorid-gebundenen 13-cis-Cl--Form und der Chlorid-freien 13-cis-Form) kommt. Auffällig war, dass im E181N-RR-Spektrum des P400-ähnlichen Zustandes bei 1 M NaCl ein relativ großer Anteil Chlorid-frei vorlag, obwohl im Ausgangszustand der größere Teil der Probe dem Spektrum nach zu urteilen ein Chlorid-Ion gebunden hat. Unter der Annahme, dass es nicht zu einer photozyklischen Abgabe der Anionen in E181N kommt (siehe oben), könnte dies bedeuten, dass ein Teil des Chlorid-bindenden Proteins nicht in den langlebigen blauverschobenen Zustand überführt wird. Denkbar wäre, dass ein Einfluss durch die Chlorid-Bindung besonders bei einer bestimmten Retinalkonfiguration eine inhibierende Wirkung auf die Deprotonierungsreaktion ausübt.  Alternativ oder zusätzlich zu einem inhibierenden Effekt auf die Deprotonierung könnte der gößere Anteil der schnelleren identifizierten Komponente der Dunkelregeneration mit Zeitkonstanten von einigen Sekunden unter hohen Salzkonzentrationen zu einer reduzierten Erfassung dieser Komponente in den RR-Spektren zu diesen Beobachtungen beitragen (Regeneration bereits vor Beginn der Messung). Beide Hypothesen würden sowohl die weniger effiziente Überführung der D314N-Mutante in den P386-Zustand in hohen Salzkonzentrationen als auch den großen relativen Anteil chloridfreier Signale im P394-Spektrum von E181N in 1 M NaCl erklären. Um zu überprüfen, ob die Deprotonierung der Schiff’schen Base bzw. die Beschleunigung des Photozyklus in den Mutanten an eine bestimmte Retinalkonfiguration gebunden ist, könnte in einem zukünftigen experimentellen Ansatz der nach Belichtung im Dunkelzustand verbleibende Protein-Anteil der Mutanten Resonanz-Raman-spektroskopisch vermessen werden. Zusammenfassend lässt sich also festhalten: Die Absorptionseigenschaften des Dunkelzustandes aber auch des blauverschobenen Zustandes sind in den Mutanten von der Salzkonzentration abhängig. Das Mengen-Verhältnis von Chlorid-freien und Chlorid-bindenden Protein-Molekülen bestimmt das Ausmaß der Blauverschiebung des Absorptionsmaximums im Vergleich zur salzfreien Probe. Es wird nicht wie im Wildtyp-Protein eine transiente Abgabe von Chlorid-Ionen unter Bildung des Chlorid-freien P560-analogen Intermediates während des Photozyklus beobachtet. Die Chlorid-Bindung bleibt infolge dessen bei einer urspünglich Chlorid-bindenden Ausgangsform auch im deprotonierten Zustand erhalten.   
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Durch eine Kombination der aus den UV/Vis- und RR-spektroskopischen Untersuchungen erhaltenen Ergebnisse konnten für die langsamen Prozesse in den Mutanten erste Photozyklusmodelle entworfen werden. In den hier postulierten Modellen wird die jeweilige Gesamtreaktion des Chlorid-bindenden und des Chlorid-freien Probenanteils betrachtet (Abb. 4.23). Nicht berücksichtigt wird hierbei die Isomer-Heterogenität und die daraus vermutlich resultierende parallele Anregung der beiden im jeweiligen Dunkelzustand enthaltenen Retinalisomere. Diese Reaktionen werden nicht mit einbezogen, da nicht eindeutig geklärt ist, ob alle Retinalspezies unter beiden Chlorid-Situationen den langsamen Photozyklusverlauf zeigen. Sekundäre photochemische Effekte werden der Vereinfachung halber ebenfalls nicht in den Modellen dargestellt.  
 Abb. 4.23 Vereinfachte Modelle der langsamen photozyklischen Prozesse in Os-HKR-E181N (A und B) und Os-HKR-D314N (C und D)   Nach den Modellen in Abb. 4.23 kommt es durch die photochemische Anregung zur Initiation des Photozylus im Chlorid-bindenden Teil der Probe (E181N-D502Cl- bzw. D314N-D503cl-). Die Zustände E181N-D502Cl- bzw. D314N-D503Cl- entsprechen dem salzhaltigen Dunkelzustand D505 des Wildtypproteins. Parallel kommt es zur Anregung der photozyklischen Prozesse im jeweiligen Chlorid-freien Probenanteil. Der E181N-D538 bzw. der D314N-D536 stellen die analogen Formen zum salzfreien Zustand D/P560 dar. Aufgrund der Tatsache, dass in den Mutanten nur jeweils ein putatives Gegenion gegeben ist, wird vermutet, dass der jeweilige verbleibende Rest mit freier Carboxylat-Gruppe eine zentrale Rolle in dem Gegenion-Komplex für die protonierte Schiff’sche Base übernimmt. Im Fall von E181N, wird dementsprechend die deprotoniert vorliegende funktionelle Gruppe von D314 und im Fall von D314N wird die COO--Gruppe von E181 als primäres Gegenion postuliert. Während des photozyklischen Verlaufes wird in der frühen Phase (Abb. 4.23 B und D) die Einfach-Isomerisierung um die C13=C14-Bindung des Retinals vorausgesetzt, gefolgt von den bereits beschriebenen Prozessen der Destabilisierung der protonierten Schiff’schen Base und dem Protontransfer auf den jeweiligen Protonakzeptor, dessen Rolle wahrscheinlich das jeweils vorherige Gegenion übernimmt. Eine 
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Abgabe des Chlorid-Ions im Chlorid-bindenden Photozyklus vor der Bildung des deprotonierten Zustandes findet nicht statt. Daraus resultiert der Chlorid-bindende P394-Zustand in E181N bzw. der Chlorid-bindende P386-Zustand in D314N. Im Chlorid-freien Photozyklus werden der Chlorid-freie P394-Zustand in E181N bzw. der Chlorid-freie P400-Zustand in D314N gebildet. Der Prozess der Deprotonierung kann in den langsamen UV/Vis-spektroskopischen Messungen kinetisch nicht verfolgt werden. Dafür sind laserspektroskopische Untersuchungen nötig. In vorläufigen Blitzlichtphotolyse-Experimenten an der Mutante E181N (Anhang Abb. 5.14) in 0,1 M NaCl existiert eine schnelle zeitliche Komponente der P400-Bildung, die eine leichte Beschleunigung zu der im Wildtyp unter salzfreien Bedingungen identifizierten schnellen Komponente zeigte (ca. 20 ms, vgl. WT: ca. 50 ms). Des Weiteren konnte interessanterweise zwar das frühe rotverschobene P600-Intermediat aus dem WT-Photozyklus identifiziert werden, eine transiente Bildung des zweiten frühen P570-Intermediates fand jedoch nicht statt. Die Frage nach einem Zusammenhang zwischen der fehlenden spektralen Verschiebung und der fehlenden freien Carboxyl-Gruppe von E181N, die im Wildtyp in dieser Phase des Photozyklus deprotoniert, wird an späterer Stelle aufgegriffen (siehe Abschnitt 4.5.4.2). Ob die Abläufe in der frühen Phase des Photozyklus bei D314N vergleichbar sind, ist bisher nicht bekannt. Die zweite Photozyklus-Hälfte ist durch die thermische Reisomerisierung des Retinals um die C13=C14-Bindung definiert (Abb. 4.23 A und C). Ob hierbei ein entsprechender zweiter deprotonierter Zustand entsteht (P394’Cl- und P394‘ in E181N bzw. P386’Cl- und P400‘ in D314N), ist bisher nicht bewiesen aber sehr wahrscheinlich (siehe Abschnitt 4.5.3.1). In diesem könnten die strukturellen Voraussetzungen für die pKa-Änderungen in Schiff’scher Base und Protondonor zur anschließenden Reprotonierungsreaktion der RSB erfüllt sein. Auf die Isomerisierung folgt der Protontransfer von der jeweiligen Gruppe, die auch als Protonakzeptor wirkt, auf die Schiff’sche Base. Im Zuge dessen wird der jeweilige Chlorid-bindende oder Chlorid-freie Dunkelzustand regeneriert. Auch die Kinetik der Dunkelzustandsregeneration ist Chlorid-abhängig. Sie verläuft in Chlorid-gebundenen Molekülen deutlich schneller als im Chlorid-freien Photozyklus und ist beschleunigt im Vergleich zum Wildtyp-Protein. Zusätzlich sind unter salzfreien Bedingungen bei einem Teil der Probe die thermische Regeneration des Dunkelzustandes stark inhibiert. Nicht ganz klar ist, ob hierbei nur die gehemmte thermische Reisomerisierung oder auch die Reprotonierungsreaktion ausschlaggebend ist. Es lässt sich vermuten, dass eine der beiden enthaltenen Retinalspezies ohne Chlorid-Bindung eine weitreichende Stabilisierung des deprotonierten Zustandes in den Mutanten aufweist. Diese könnte auf eine fehlende negative Ladung (fehlende COO--Gruppe durch Mutation) zurückgeführt werden, welche in den Chlorid-haltigen Proben durch die negative Ladung des Chlorid-Ions komplementiert werden kann. Durch sekundäre Lichteinwirkung auf den deprotonierten Zustand kann diese Stabilisierung energetisch überwunden werden und der Restanteil des Photointermediates kann unter Reprotonierung wieder in den Dunkelzustand überführt werden. Die Belichtung des jeweiligen P400-ähnlichen Zustandes führt unter allen Bedingungen zu einer Beschleunigung der Dunkelregeneration. Daher kann wie schon für den Wildtyp davon ausgegangen werden, dass der Prozess der thermischen Reisomerisierung in den Mutanten gestört ist, diese Barriere aber durch die lichtenergetische Aktivierung überwunden werden kann. Aus diesem Grund wird auch im Fall der Mutante die Reisomerisierung als geschwindigkeitsbestimmender Prozess angenommen (Abb. 4.23 A und C). Aus den Untersuchungen der Mutanten lässt sich ableiten, dass beide Aminosäuren E181 und D314 für Aufnahme, Bindung und transiente Abgabe der Chlorid-Ionen in Os-HKR relevant sind. Auch die De- und Reprotonierung der Schiff’schen Base muss von den Eigenschaften der beiden funktionellen Gruppen mitbestimmt werden, da die damit verbundenen Reaktionen deutliche Abweichungen zum WT zeigen.  
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Etwas ungeschickt für die Interpretation der Ergebnisse war die Tatsache, dass in E181N durch die Substitution einer Glutaminsäure mit einem Asparagin, in der Mutante nicht nur die sauren Eigenschaften der freien Carboxyl-Gruppe entfernt wurden, sondern die Seitenkette der Aminosäure zusätzlich um ein C-Atom verkürzt vorlag. Daher ist es ungewiss, ob die veränderten Eigenschaften der Mutante auf die fehlende Fähigkeit zu deprotonieren, die veränderte räumliche Orientierung oder auf beide Faktoren zurückzuführen sind. Um dieser Frage weiterführend nachzugehen, sollte die zukünftige Untersuchung einer E181Q-Mutation in Erwägung gezogen werden. Insgesamt scheint die Mutation D314N größere Beeinträchtigungen hervorzurufen als die Mutation E181N, was an der stärker inhibierten Dunkelregeneration in salzfreien Bedingungen und an der deutlicher herabgesetzten Chlorid-Affinität zu erkennen ist. In D314N ist aufgrund des Austausches der Asparaginsäure gegen ein Asparagin der sterische Effekt der Mutation vermutlich nicht ausschlaggebend für die Änderungen der Eigenschaften. Hier stellt wahrscheinlich das Wegfallen der freien Carboxyl-Gruppe den entscheidenden Faktor dar. Übernimmt diese Gruppe in bestimmten Phasen des Photozyklus als deprotoniertes Gegenion oder als Protonakzeptor/-donor wichtige Funktionen innerhalb des Photozyklus, kann sich ihr Fehlen in defizitären Abläufen auswirken.  Die Merkmale der beiden Aminosäuren müssen einen großen Einfluss auf die Eigenschaften der Chlorid-Bindestelle nehmen. So ist in beiden Mutanten aber besonders in D314N, die Affinität der Chlorid-Bindung verglichen mit dem Wildtyp deutlich gesenkt. Die Änderung der räumlichen Orientierung sollte in D314N, wie schon erwähnt, nicht entscheidend sein. Wahrscheinlich sind infolge der Substitution durch eine basische Aminosäure veränderte Ladungsbedingungen gegeben.  
4.5.4.2 FT-IR-Untersuchungen decken vielfache involvierte funktionelle Gruppen auf Anhand von FT-IR-Spektroskopie sollten besonders proteinbasierte Änderungen während der lichtinduzierten Konvertierung zwischen den einzelnen Zuständen untersucht werden. Hierbei wurden die Differenzspektren aus der Konvertierung des Wildtyprhodopsins zwischen den langlebigen Zuständen in moderaten Salzbedingungen sowie in Hochsalz- und salzfreier Umgebung aufgenommen. Dabei sollten die anionbedingten Unterschiede im Protein in den photozyklischen Entwicklungen verdeutlicht werden. Die Untersuchungen der Mutanten, sollten die spezifische Zuordnung einzelner C=O-Signale zu bestimmten Aminosäuren in Os-HKR anhand von Änderungen der Signale in der Carboxyl-Region der Spektren ermöglichen.  Der Vergleich der Messungen des lichtinduzierten P560-nach-P400-Überganges in moderaten Salzkonzentrationen mit dem lichtinduzierten D560-nach-P400-Übergang unter salzfreien Bedingungen lieferte ein sehr klares und wichtiges Ergebnis. Durch die nahezu vollständige Identität der Bandenmuster beider Differenzspektren konnte einerseits demonstriert werden, dass P560 und D560 den photochemisch gleichen Zustand darstellen, wie schon aufgrund der übereinstimmenden UV/Vis-absorptionsspektroskopischen Eigenschaften vermutet wurde. Dies zeigt aber auch, dass sowohl der P560 als auch der P400-Zustand Chlorid-freie Zustände sein müssen. Da in der salzfreien Messung keine Chlorid-Ionen vorhanden sind, kann es nur zu einem übereinstimmenden Spektrum kommen, wenn die Chlorid-Abgabe vor P400-Bildung und die Chlorid-Aufnahme erst bei einem Zerfall des P560-Zustandes erfolgt. Das stützt die Hypothese, dass während der effektiven Photoswitch-Reaktion zwischen P400 und P560 (bzw. umgekehrt) keine Aufnahme und Abgabe von Anionen erfolgt, sondern dieser Weg eine durch sekundäre Lichteinflüsse induzierte und beschleunigte Chlorid-freie Variante des langsamen Photozyklus ist (Abb. 4.19 B, Abb. 4.21). 
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Schwierigkeiten für die Interpretation der Daten ergab sich auch in den FT-IR-Spektren durch die sich überlagernden, parallel existenten lichtinduzierten Intermediate. Dies galt vor allem für die Vermessung der Differenzspektren der langsamen Photoprodukte, da es bei der Bildung des Differenzspektrums D505-nach-P400 zu einer anteiligen P560-Bildung, bei Bildung des Differenzspektrums D505-nach-P560 zu einer anteiligen P400-Bildung kam und bei Bildung des P560-nach-P400-Differenzspektrums ein Restanteil von Signalen aus dem D505-Zustand nicht auszuschließen war. Diese Mischung der spektralen Anteile konnte durch die Variation des Salzgehaltes in den Proben minimiert werden. Aus den Analysen der Differenzbanden wurde deutlich, dass große Amid I-Differenzsignale beobachtet wurden, wenn aus einem der langlebigen Zustände mit protonierter Schiff’scher Base (D505 oder P/D560) der deprotonierte P400-Zustand gebildet wurde. Da die Amid-Banden die strukturellen Änderungen im Proteinrückgrat reflektieren, scheint ein Zusammenhang zwischen dem Protonierungszustand der Schiff’schen Base und den großen strukturellen Umorientierungen zu existieren. Denkbar wäre, dass es bei der Bildung des deprotonierten P400-Zustandes zu einer Aktivierung der im Volllängen-Protein angenommenen Signaltransduktionskaskade kommt. Schon im Fall der ersten untersuchten HKR-Rhodopsin-Domäne Cr-HKR1 war vermutet worden, dass für die aktivierenden Mechanismen der nachgeschalteten C-terminalen Domänen große Modifikationen der Struktur notwendig sind. Diese werden ebenfalls durch ungewöhnlich intensive Amid I-Banden bei der Konvertierung zwischen den beiden stabilen Zuständen Rh-Bl und Rh-UV verdeutlicht. Die Tatsache, dass in Os-HKR für die Konvertierung zwischen D505 und P400 sowie P/D560 und P400 nahezu übereinstimmende Amid I-Differenzsignale registriert werden, spricht für eine Initiation der Signaltransduktion durch die P400-Bildung aus beiden protonierten Zuständen. Ein Chlorid-abhängiges Amid I-Signal liegt bei 1666(+) cm-1, welches stark mit dem Chlorid-unabhängigen positiven Signal bei 1668 cm-1 überlagert ist. Das führt zu einer Zunahme der Bandenintensität dieses überlagerten Signals unter Erhöhung der Chlorid-Konzentration. Daher könnte dieses Signal mit dem Prozess der Abgabe von Chlorid-Ionen bzw. mit einer strukturellen Änderung durch die fehlende Wechselwirkung nach der Chlorid-Ionen-Abgabe bei der P400-Bildung innerhalb des langsamen Photozyklus in Zusammenhang stehen. Von den beiden untersuchten Os-HKR-Mutanten ist besonders die Mutante D314N in der Ausprägung der Amid I-Region beeinflusst. Die charakteristischen positiven Signale bei Bildung des deprotonierten Zustandes sind nicht zu beobachten. In E181N sind hingegen sehr ähnliche Amid I-Banden wie im Wildtyp vorhanden. Daher könnte eine Signaltransduktion hinsichtlich der nachgeschalteten Domänen in der Mutante D314N womöglich stärker als in E181N beeinträchtigt sein. Diese Hypothese könnte aber erst ein Vergleich funktioneller Analysen der Volllängenproteine von Wildtyp und Mutanten belegen. Die genaue Betrachtung der C=O-Region in den FT-IR-Spektren von Wildtyp und Mutanten sollte eine Aufklärung des Intermediat-abhängigen Protonierungsstatus verschiedener freier Carboxyl-Gruppen ermöglichen. Eine Zuordnung distinkter Signale zu den einzelnen funktionellen Gruppen, könnte viele Informationen über die involvierten Reaktionen liefern. Durch die Vielzahl an parallel ablaufenden Reaktionen erwies sich diese Zuordnung in Os-HKR als sehr schwierig und muss ausdrücklich als vorläufige Interpretation angesehen werden. Da bei der Konvertierung zwischen D560 und P400 die einzelnen C=O-Moden am besten separiert waren, wurde die C=O-Region des entsprechenden Differenzspektrums zur Verdeutlichung der Zuordnungen verwendet (Abb. 4.24 A). Die Entwicklung der modellhaften Abläufe sind zur Vereinfachung nur an einer der enthaltenen Retinalkonfigurationen und dem sich daraus entwickelten Photozyklus (trans-cis-Isomerisierung im anti-Photozyklus) erläutert.  
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 Abb. 4.24 Analyse der Protonentransfer-Reaktionen im langsamen photozyklischen Prozess von Os-HKR. Versuch der Zuordnung von C=O-Signalen zu den funktionellen Gruppen von E181 und D314 am Beispiel des Ausschnittes der C=O-Region des FT-IR-Differenzspektrums für den D560-nach-P400-Übergang (A). Schematische Darstellung möglicher Abläufe während des D505-nach-P400-Überganges (B, D) des P400-nach-P/D560-Überganges (B, C) und des P/D560-nach-D505-Überganges (C, D).   Nach gewissenhafter Analyse und Vergleich der FT-IR-Spektren, sind die folgenden Prozesse in den langsamen Entwicklungen des Photozyklus vorstellbar: Im Wildtyp liegt vermutlich die freie Carboxylat-Gruppe von D314 im aniongebundenen Dunkelzustand als Gegenion der protonierten Schiff’schen Base deprotoniert vor (Abb. 4.24 D). Daher kann in der hochfrequenten C=O-Region im D505-Zustand kein D314-spezifisches Signal beobachtet werden. Die freie Carboxyl-Gruppe von E181 ist hingegen protoniert und ist zusammen mit der positiven Ladung von R178 an der Bildung der Bindestelle für das Chlorid-Ion beteiligt. Hieraus ergibt sich für die beiden untersuchten Os-HKR-Mutanten ein Problem. In E181N ist die Länge der Aminosäurenseitenkette verkürzt. Die Ladungsverteilung bleibt hingegen erhalten. So kann die Carboxylat-Gruppe von D314 weiterhin als negativ geladenes Gegenion agieren. Die NH2-Gruppe des Asparagins an Position 181 kann vermutlich aufgrund der verglichen mit der Glutaminsäure verkürzten Seitenkette die Chlorid-Bindestelle weniger effizient gestalten, woraus die verringerte Chlorid-Affinität resultieren könnte. In D314N sind die grundsätzlichen Änderungen größer einzustufen, da eine vollständige Umverteilung der Ladungen notwendig ist, um die fehlende deprotonierte Carboxylat-Gruppe von D314 auszugleichen. Es muss vermutlich die verbleibende freie Carboxylat-Gruppe von E181 deprotoniert sein und anstelle von D314, die Rolle des primären Gegenions im Dunkelzustand übernehmen. Daraus folgt, dass es durch seine negative Ladung nicht an der Bildung der Chlorid-Bindestelle beteiligt sein kann. Diese Aufgabe könnte die freie Gruppe des Asparagins an Position 314 übernehmen. Durch diese neue Rollenverteilung kommt es allerdings zu einer stark geänderten Geometrie in dieser Region, des Proteins, so dass sich die größere Beeinträchtigung der Chlorid-Bindung in D314N erklären ließe. 
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Im Zuge der P400-Bildung wird für den Wildtyp angenommen, dass ein Protontransfer von der Schiff’schen Base auf die funktionelle Gruppe des vorherigen Gegenions D314 stattfindet. Dies kann im Differenzspektrum als positives Signal des P400-Zustandes bei ca. 1736 cm-1 beobachtet werden, welches in D2O nach 1718 cm-1 verschoben ist. Zur Entwicklung dieser Bande kommt es sowohl beim Übergang aus dem salzhaltigen D505-Dunkelzustand als auch aus dem salzfreien D560-Dunkelzustand bzw. aus dem lichtinduziert erzeugten P560-Zustand in den P400-Zustand. In D314N kann dieses Signal, wie vermutet, nicht identifiziert werden. Anstatt dessen entsteht eine Bande bei 1744 cm-1 (1742 cm-1 in D2O), welche die Protonierungsreaktion des Proton-akzeptors in D314N widerspiegeln könnte. Für diese Aufgabe kommt die verbleibende Schiffbasen-nahe funktionelle Gruppe des E181 in Frage. Diese überlagert mit dem Differenz-bandenpaar 1736(-)/1741(+) cm-1 (1727(-)/1734(+) cm-1 in D2O), das in entgegengesetzter Orientierung auch im Wildtyp beim Übergang aus dem P/D560- in den P400-Zustand zu finden ist. In E181N ist diese Umorientierungsreaktion ebenfalls zu beobachten (1739(-)/1732(+) cm-1 bzw. 1732(-)/1724(+) cm-1 in D2O) allerdings in der ursprünglichen Orientierung des Wildtypspektrums. Zusätzlich ist die Protonierungsreaktion der funktionellen Gruppe von D314, welche in E181N weiterhin als Protonakzeptor wirken kann, zu erkennen. Nicht eindeutig zu interpretieren ist das Entstehen der Bande bei 1702 cm-1 im Zuge der P394-Bildung in E181N. Diese zeigt sich nur schwach durch den H/D-Austausch beeinflusst, so dass es nicht klar ist, ob es sich hierbei um eine weitere Protonierungsreaktion einer Carboxyl-Gruppe handeln könnte. Es könnte auch zusammen mit dem negativen Signal bei 1689 cm-1 eine Umlagerungsreaktion der NH2-Gruppe von N181 repräsentieren. Eine weitere Möglichkeit wäre, dass dieses Signal von einer ungewöhnlich hochfrequenten Mode einer Arginin-Seitenkette (R178) stammt. Dies wird in Zusammenhang mit Abb. 4.25 weiterführend erörtert. Das Differenzbandenpaar beim Übergang zwischen P/D560 und P400 (1741(-)/1734(+) cm-1) könnte mit der Zugänglichkeit des Proteins für das Chlorid-Ion im Zusammenhang stehen. Beim Übergang von D505 nach P400 ist dieses Signalpaar nicht deutlich zu erkennen. Möglicherweise ist hier das D505-spezifische Signal durch die Chlorid-Bindung verschoben, und es kommt infolge von Überlagerungen zu einer Aufhebung bestimmter Signale im Differenzspektrum (siehe Abb. 4.25). Da für den P400-Zustand des Wildtyps eine Chlorid-Bindung und daher vermutlich auch die Chlorid-Zugänglichkeit nicht gegeben ist, sondern die Aufnahme des Chlorid-Ions erst nach der Bildung von D/P560 stattfindet, könnte die strukturelle Reorientierung einer Carboxyl-Gruppe dabei helfen, die Voraussetzungen für die Wiederaufnahme zu schaffen. Nicht klar ist, um welche Carboxyl-Gruppen-tragende Aminosäure es sich dabei handeln könnte. Ein möglicher Kandidat wäre die funktionelle Gruppe von D219 (siehe Abb. 4.1), welche die analoge Aminosäure des D115 in BR darstellt. Dies müsste aber erst durch Mutagenesestudien bestätigt werden. Ebenfalls nicht eindeutig ist, welche Reaktionen die funktionelle Gruppe von E181 während des Photozyklus durchläuft. Die großen Änderungen des photozyklischen Verhaltens in der Mutante E181N könnten auf eine notwendige transiente Deprotonierungsreaktion von E181 (im Wildtyp-Protein) hindeuten, die in der Mutante fehlt. Ein möglicher Zeitpunkt für die Deprotonierung der E181-Carboxyl-Gruppe ist während des Überganges vom frühen P600- in das P570-Intermediat zu finden, nach der Isomerisierung des Retinals. Hierbei könnte im Chlorid-freien P400-Zustand ein elektrostatischer Ausgleich der fehlenden negativen Ladung in Interaktion mit dem positiv geladenen Arginin-Rest an Position 178 geschaffen werden (Abb. 4.24 B). Die entstehende negative Ladung könnte zusätzlich für die transiente Chlorid-Unzugänglichkeit im P400-Zustand verantwortlich sein. Beim Übergang in den P/D560-Zustand wird die E181-Carboxylat-Gruppe reprotoniert und bildet die Voraussetzung für die Anion-Bindestelle (Abb. 4.24 C). Das Anion wird entsprechend während des P/D560-nach-D505-Überganges dort wieder eingelagert (Abb. 4.24 D).  
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In beiden hier untersuchten Mutanten wäre eine solche negative Ladung im deprotonierten blauverschobenen Zustand vermutlich nicht gegeben. Unter der Annahme, dass die verbleibende funktionelle Carboxyl-Gruppe die Protonakzeptor-Funktion der RSB übernimmt, liegt sie in diesem Stadium des Photozyklus protoniert vor. Dies könnte erklären, weshalb in den Mutanten eine Chlorid-Bindung auch im deprotonierten Zustand aufrecht erhalten bleibt. Die Unzugänglichkeit durch die negative Ladung im P400 des WT wäre in den Mutanten nicht gegeben. Unklar ist an dieser Hypothese allerdings, welche funktionelle Gruppe im WT das E181-Proton zwischenzeitlich aufnimmt und von welcher Aminosäure die E181-Carboxylat-Gruppe reprotoniert wird. Möglicherweise ist die Übertragung der positiven Ladung des Protons aber auch an die Translokalisation der negativen Ladung des Chlorid-Ions gekoppelt. Die Deprotonierungsreaktion kann beim D560- in den P400-Übergang als negative Bande bei ca. 1742-1744 cm-1 (überlagert mit dem negativen Signal des Differenzbandenpaares 1734(+)/1741(-) cm-1) lokalisiert werden. In der D505-nach-P400-Messung ist dieses Signal nicht eindeutig positionierbar. Möglicherweise ist es hier durch salzspezifische positive Signale überlagert. Es könnte aber durch die Interaktion mit dem Chlorid-Ion zu niedrigen Frequenzen verschoben sein (1728 cm-1?). Besonders durch die Existenz eines weiteren möglichen Differenzbandenpaares, welches in der Mutante E181N nach H/D-Austausch ersichtlich wird (1735(+)/1738(-) cm-1) ist die Zuordnung von E181 als sehr unsicher zu betrachten. Es kommt zusätzlich zu Chlorid-bedingten Erhöhungen einzelner Bandenintensitäten. Dies betrifft besonders die Region zwischen 1700 cm-1 und 1720 cm-1. Sehr auffällig ist bei der Bildung des deprotonierten P400-Zustandes das auftretende Differenzbandenpaar               1701(-)/1695(+) cm-1, welches unter Erhöhung der Salzkonzentration deutlich an Intensität gewinnt (Abb. 4.25 A). Zusätzlich zeigen sich beide Signale stark vom H/D-Austausch beeinflusst und sind in D2O in der entsprechenden spektralen Region nicht mehr eindeutig zu identifizieren, was auf eine weite isotopenbedingte Verschiebung dieser Signale hindeutet. Analog zum Halorhodopsin, kann man diesen Differenzbanden die Umorientierung der C-N-Streck-schwingungsmoden einer an der Chlorid-Bindestelle beteiligten Arginin-Seitenkette zuordnen. Diese werden in Os-HKR infolge der Chlorid-Abgabe beim Übergang aus dem D505 in den P400-Zustand erwartet (Abb. 4.25 A, C). Derart ungewöhnlich hohe Arginin-spezifische Schwingungs-moden konnten im Halorohodopsin beobachtet werden. Beim Übergang aus dem hR- in den hL-Zustand kommt es durch den Verlust der Wechselwirkung des Arginins mit dem Chlorid-Ion zu einer Verschiebung von ca. 6-7 cm-1 zu niedrigen Frequenzen [346]. In einem ähnlichen Bereich liegen die Verschiebungen der Bande in Os-HKR beim Übergang aus D505 (1700 cm-1) nach P400 (-7 cm-1; 1693 cm-1). In der Messung des P/D560-Überganges ist ein solches intensives negatives Signal bei 1700 cm-1 nicht festzustellen. Allerdings ist das ursprünglich einer negativen Amid-Bande zugeschriebene Signal bei 1680 cm-1 ungewöhnlich stark von dem H/D-Austausch beeinflusst. Starke H/D-induzierte Verschiebungen sind charakteristisch für die C-N-Moden von Arginin-Seitenketten [347]. Das könnte bedeuten, dass es im salzfreien protonierten Zustand zu einer weiteren Verschiebung des Arginin-Signals zu ca. 1680 cm-1 kommt und daher das Differenzbandenpaar 1680(-)/1695(+) cm-1 beim Übergang aus dem P/D560 in den P400-Zustand bzw. 1680(+)/1693(-) cm-1 in entgegengesetzter Konvertierungsrichtung gebildet wird. Diese Frequenzunterschiede könnten auf den Verlust bzw. Gewinn der Wechselwirkung der Arginin-Seitenkette mit der negativ geladenen COO--Gruppe von E181 und/oder von D314 zurückgeführt werden. Denn beim Übergang zwischen P400 und P/D560-Zustand wird eine Änderung des Protonierungsstatus der E181- und der D314-Seitenketten vermutet (vide supra).    
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Im Fall des Chlorid-haltigen D505-Zustandes des Wildtyp-Spektrums existiert ebenfalls eine negative Bande bei ca. 1683 cm-1 (Abb. 4.25 A). Es ist aber nur eine leichte H/D-induzierte Verschiebung dieser Bande nach ca. 1677 cm-1 in D2O zu beobachten. Daher scheint es sich hierbei um eine Amid I-Bande zu handeln, welche charakteristischerweise nur schwache H/D-induzierte Isotopeneffekte aufweisen.   
 Abb. 4.25 Detaillierte Analyse der salzabhängigen Änderungen in der hochfrequenten Region der FT-IR-Spektren. Ausschnitt aus den FT-IR-Differenzspektren des D505-nach-P400-Überganges (A) und des D560-nach-P400-Überganges (B) und farbliche Markierung der vermuteten Arginin-Schwingungsmoden in Abhängigkeit von der Interaktion mit den umgebenden funktionellen Gruppen bzw. dem Chlorid-Ion in D505 (C), P400 (D) und P/D560 (E).   Ein Argument für die Zuordnung der genannten Signale zu der Arginin-Seitenkette in Verbindung mit der Chlorid- und der COO--Wechselwirkung des E181 könnte das Fehlen einer stark H/D-sensitiven Bande bei 1695 cm-1 im entsprechenden FT-IR-Differenzspektrum der Mutante E181N sein. In dieser Mutante kann es nicht zu der im Wildtyp vermuteten Situation des P400-Zustandes und einer deprotonierten Carboxylat-Gruppe von E181 kommen, deren Wechselwirkung mit der Arginin-Seitenkette diese Schwingungsfrequenz hervorrufen würde (Abb. 4.25 B).  
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In der Mutante E181N ist allerdings eine starke positive Bande bei 1702 cm-1 vorhanden, wobei nicht ganz klar ist, ob sie auf eine Arginin-Mode im Chlorid-haltigen Teil des P394-Zustandes der Mutante zurückzuführen sein kann. Eine solch hohe Frequenz könnte auf der noch vorhandenen Wechselwirkung zwischen Chlorid-Ion und Arginin-Seitenkette im chlorid-bindenden E181N-P394-Zustand beruhen. Das Signal zeigt in D2O allerdings nur einen minimalen Isotopeneffekt, so dass es unwahrscheinlich ist, dass sie von einer Arginin-Mode stammt. Eine weitere Möglichkeit des Ursprungs dieser Bande (1702(+) cm-1) im E181N-Spektrum könnte in der heterogenen Chlorid-Bindungssituation der Mutante unter den Messbedingungen (0,1 M NaCl) begründet sein. Sie könnte auch durch die im P394Cl- existierende Interaktion der funktionellen Carboxyl-Gruppe des Protonakzeptors D314 mit dem Chlorid-Ion als zweite/verschobene Protonierungsbande vorhanden sein. Deren geringe Frequenz wäre durch die veränderten Wechselwirkungen bedingt. Weitere Anhaltspunkte, dass die Signale mit Änderungen in der Chlorid-Bindestelle assoziiert sind, könnten durch eine Variation des Halogenids gewonnen werden. Denn bei direkter Interaktion zwischen der Seitenkette und dem Chlorid-Ion sollte ein Austausch des Chlorids durch ein anderes Halogenid eine Verschiebung der Schwingungsmoden nach sich ziehen [348]. Die endgültige Zuordnung der Signale zu dem Arginin 178 kann erst erfolgen, wenn eine spezifische Markierung der Gruppe zu Änderungen der besagten Banden führt.  Ein weiteres, mit diesen mutmaßlichen Arginin-Moden überlappendes Differenzbandenpaar bei 1701(-)/1714(+) cm-1 könnte auf (eine) weitere freie -COOH-Gruppe(n) zurückzuführen sein, die an den photozyklischen Abläufen beteiligt ist bzw. sind. Ihre relativ niedrige Frequenz und der schwache Isotopeneffekt nach H/D-Austausch (1695(-)/1710(+) cm-1 in D2O) deuten auf eine Seitenkette hin, die nicht in einem starken Netzwerk aus Wasserstoffbrückenbindungen eingebunden ist [184]. Hierbei käme beispielsweise eine Gruppe in Frage, die sich nicht im engsten Kreis der Retinalbindetasche sondern im peripheren Bereich des Proteins befindet. Dem Strukturmodell zufolge liegen beispielsweise die Aminosäuren E231 und E306 an der extrazellulären Seite des Rhodopsin-Teils (siehe Abb. 4.27). Sie könnten entweder hinsichtlich der Zugänglichkeit des Proteins für das Chlorid-Ion eine Rolle spielen oder ihre Orientierung wird durch strukturelle Änderungen beeinflusst. Bedeutende Modifikationen könnten besonders bei dem Übergang aus dem Chlorid-haltigen D505- in den Chlorid-freien P400-Zustand auftreten, da die Signal-Intensität mit erhöhter Salzkonzentration steigt. Darauf beruht die Annahme, dass Chlorid-bedingte Umorientierungen für die Entstehung dieser Signale verantwortlich sind. Das Auftreten sehr hochfrequenter Differenzbanden zwischen 2500 und 2600 cm-1 deutet auf eine Beteiligung einer oder mehrerer Cystein-Gruppen an den Chlorid-abhängigen Reaktionen hin, da eine der Banden ausschließlich unter Chlorid-haltigen Bedingungen gebildet wird. Ein Kandidat wäre das C152, welches dem Strukturmodell zufolge in Helix B in direkter Umgebung des E181 und des R178 liegt. Somit könnte C152 an der Gestaltung der Chlorid-Bindestelle beteiligt sein. Möglicherweise ist auch C285, welches sich infolge des Strukturmodells auf der entgegengesetzten Seite der Gegenionen von der Schiff’schen Base in der Retinalbindetasche befindet in die Prozesse involviert. So könnte es nach Isomerisierung zu einer Translokalisation des Chlorid-Ions und der positiven Ladung der protonierten Schiff’schen Base kommen. Die zweite Cystein-Gruppe könnte für die Weitergabe des Chlorid-Ions relevant sein, woraufhin strukturelle Umorientierungen beim Übergang aus dem Chlorid-haltigen in den Chlorid-freien Zustand zu verzeichnen wären. Die Aufnahme der Mutanten-FT-IR-Spektren in moderaten Salzkonzentrationen (0,1 M NaCl) brachte die schon erläuterte Heterogenität der Gesamtprobe hinsichtlich der Chlorid-Bindung mit sich. Das erschwerte zusätzlich die Zuordnungstheorien, da nicht bekannt ist, welche 
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Signaländerungen auf die Chlorid-Bindung zurückzuführen sind. Es wurden demnach parallel die Chlorid-haltigen und die Chlorid-freien photozyklischen Reaktionen vermessen. Es ist allerdings wahrscheinlich, dass einzelne Signale nur für einen der beiden Photozyklen spezifisch sind. Daraus folgt außerdem, dass ein Teil des gebildeten deprotonierten P394-Zustandes (E181N) bzw. der P386-Zustand (D314N) in den Mutanten eine Chlorid-Bindung aufweist, woraus ebenfalls Änderungen einzelner Signale resultieren dürften. Diese Diskrepanz zum einheitlich Chlorid-freien P400-Zustand im Wildtyp lässt eine Übertragung der vorhandenen bzw. fehlenden Banden auf Schwingungsmoden des Wildtyp-Spektrums nur begrenzt zu.  Die Mutanten-Messungen müssten unbedingt unter salzfreien und unter Hochsalzbedingungen wiederholt werden, so dass eine einheitliche Chlorid-Freiheit bzw. Chlorid-Bindung in der Probe gegeben ist. Dies könnte eine Zuordnung von salzspezifischen Signalen ermöglichen.  
4.5.5 Entwicklung eines Reaktionsmodells für den langsamen 
Photozyklus in Os-HKR Trotz der Tatsache, dass noch viele Einzelheiten der Reaktionen unbekannt sind bzw. als unsicher zu betrachten sind, sollen die erhaltenen Ergebnisse durch ein vorläufiges Reaktions-modell für die Prozesse im langsamen Photozyklus zusammengefasst werden. Dies wird beispielhaft für die Abläufe ausgehend von der D505-all-trans-Form durchgeführt (Abb. 4.26). Im D505-all-trans-Zustand (Abb. 4.26 A) wird eine all-trans-C15=N-anti-Konfiguration des Retinals mit einer protonierten Schiff’schen Base vorausgesetzt. In diesem Chlorid-bindenden Dunkelzustand resultiert die zusätzliche negative Ladung des Anions in der Nähe der protonierten Schiff’schen Base in der hypsochromen Verschiebung des Absorptionsmaximums von 560 nm im salzfreien Dunkelzustand nach 505 nm. Als beteiligt an der Chlorid-Bindestelle werden die protoniert vorliegende funktionelle Gruppe von E181, die positiv geladene Seitenkette von R178 und die polare Seitenkette von C152 oder T185 postuliert, welche die polare Umgebung für die negative Ladung des Anions bilden könnten. Interessanterweise ist das C152 in dem nahe verwandten Mp-HKR aus Micromonas pusilla an dieser Position nicht vorhanden sondern durch ein Alanin ersetzt. Daher könnte das Fehlen dieses Restes einer der Gründe für die nicht gegebene Salzabhängigkeit in Mp-HKR sein. Die freie Carboxylat-Gruppe von D314 in Os-HKR ist deprotoniert. Der gesamte Komplex aus den vier Aminosäuren und dem Chlorid-Ion bilden den Gegenion-Komplex für die positive Ladung der Schiff’schen Base. Die elektrostatische Wechselwirkung begründet den hohen pKa-Wert der Schiff’schen Base.  Die photochemische Anregung induziert die Einfach-Isomerisierung des Retinals um die C13=C14-Bindung und es wird die 13-cis-C15=N-anti-Konfiguration gebildet. Infolge der Strukturänderung kommt es zur Lokalisation der positiven Ladung der Schiff’schen Base auf entgegengesetzter Seite. Die starke Wechselwirkung mit dem Gegenion wird aufgelöst. In der Chlorid-haltigen Probe wird das Anion mit der positiven Ladung der Schiff’schen Base ebenfalls auf diese Seite verschoben (Abb. 4.26 B). Hier könnten die polaren Seitenketten der Reste S285, S288, C313 und T317 die transiente Bindung des Anions übernehmen. Der Verlust der elektrostatischen Stabilisierung der positiven Ladung der Schiff’schen Base durch den Gegenionkomplex führt unter anderem zu der deutlichen bathochromen Verschiebung des Absorptionsmaximums und der P600-Zustand wird gebildet. Im weiteren Verlauf wird durch die Auflösung der Wechselwirkung der funktionellen Gruppe von E181 mit dem Chlorid-Ion der pKa-Wert der Seitenkette gesenkt und sie wird deprotoniert, wobei das weitere Schicksal des Protons noch 
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nicht geklärt ist. Möglicherweise dient es als Ladungsausgleich des Anions, und es erfolgt ein an den Anion-Transport gekoppelter Protontransfer. Die Folge aus diesen Änderungen ist der Übergang in den P570-Zustand. Das Anion wird könnte in dieser Phase zu einem Arginin-Motiv aus den drei Aminosäuren R274, R272 und R260 transportiert werden, welches sich an der intrazellulären Peripherie des Proteins befindet (Abb. 4.26 C). Der pKa-Wert der Schiff’schen Base wird gesenkt und der pKa-Wert der freien Carboxyl-Gruppe von D134 wird angehoben, so dass der Protonentransfer von der Schiffbase zum Protonakzeptor stattfindet [328]. Das Chlorid-Ion wird an der intrazellulären Seite des Proteins abgegeben. Der deprotonierte Chlorid-freie P400-Zustand mit 13-cis-C15=N-anti-Konfiguration wird gebildet (Abb. 4.26 D). Das freie Elektronenpaar der Schiff’schen Base ist auf der entgegengesetzten Seite des Protondonors positioniert, so dass der niedrige pKa-Wert der Schiff’schen Base erhalten bleibt. Anschließend erfolgt die langsame thermische Reisomerisierung des Retinals, so dass die all-trans-C15-anti-Form gebildet wird. Das freie Elektronenpaar der RSB und der Protondonor D314 gewinnen wieder räumliche Nähe, der pKa-Wert der Schiff’schen Base wird erhöht und der pKa-Wert der freien Carboxyl-Gruppe von D314 wird gesenkt, so dass die Voraussetzungen für den Protontransfer auf die Schiff’sche Base geschaffen werden (Abb. 4.26 E). Dieser als P400‘ bezeichnete Zustand war in den UV/Vis-spektroskopischen Untersuchungen nicht eindeutig ersichtlich. Dies kann einerseits daran liegen, dass er, wie bereits im Cr-HKR1 festgestellt wurde, sich spektral nicht von dem P400-Zustand unterscheidet. Andererseits ist vermutlich der langsame, geschwindigkeitsbestimmende Schritt die Isomerisierung (siehe Abschnitt 4.4.4), so dass der P400‘-Zustand durch die darauf folgende schnelle Reprotonierung der Schiff’schen Base sehr kurzlebig sein könnte.  
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 Abb. 4.26 Modellhafte Darstellung der vermuteten Abläufe während des langsamen Photozyklus unter Chlorid-haltigen Bedingungen in Os-HKR; IC: intrazellulär; EC: extrazellulär  Es folgt der Übergang in den reprotonierten P560-Zustand, der noch keine Chlorid-Bindung in der Nähe der RSB aufweist (Abb. 4.26 F). Im Zuge der Reprotonieung der Schiff’schen Base wird auch die funktionelle Gruppe von E181 reprotoniert, wodurch die potentielle Bindestelle für das Chlorid-Ion wiederhergestellt ist. Nicht klar ist, von welcher funktionellen Gruppe das Proton für die Reprotonierung von E181 stammt. Möglich wäre, dass ein Transfer von der funktionellen Gruppe einer an der extrazellulären Seite des Proteines gelegenen Aminosäure (beispielsweise E231 oder E306) stammt. Dies würde die Tatsache erklären, warum die Geschwindigkeit der Anion-Aufnahme beim P560-nach-D505-Übergang nicht nur von der Chlorid-Konzentration, sondern auch von dem pH-Wert abhängig ist. Da die beiden Glutaminsäuren E231 und E306 zusammen mit dem ebenfalls an der extrazellulären Peripherie gelegenen Serin 175 an der Chlorid-Aufnahme beteiligt sein könnten, wäre die negative Ladung einer deprotonierten Carboxylat-Gruppe in diesem Bereich für die Chlorid-Aufnahme ungünstig. Bei gesenktem pH-Wert könnte demnach eine schnellere Reprotonierung der Gruppe aus der extrazellulären Umgebung stattfinden. Unabhängig davon ergibt die Modellierung der pKa-Werte für diese 
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beiden Gruppen einen Wert zwischen pKa 6 und 8. Das bedeutet, dass der Protonierungsstatus ihrer funktionellen Gruppen allgemein stark durch die äußeren Parameter beeinflusst sein könnte. Durch den Transport des Anions von der extrazellulären Seite zur Chlorid-Bindestelle wird der D505-Zustand regeneriert (Abb. 4.26 A).  Trotz der Bildung des P560-Intermediates sind späte Photoprodukte, wie sie im BR-Photozyklus existieren [170], [305], in Os-HKR in dieser Form nicht zu finden. Da der Zerfall des P560 bzw. der abschließende P560-nach-D505-Übergang von der Chlorid-Aufnahme bestimmt ist, kann es nicht mit einem der späten Intermediate aus BR gleichgesetzt werden. Es handelt sich bei P560 nicht um ein klassisches Photointermediat, welches durch weitere Protonenübertragungs-reaktionen, Retinalisomerisierung und strukturelle Änderungen den Dunkelzustand wieder erreicht. Denn in salzfreier Umgebung bildet der P/D560 selbst den Dunkelzustand. Das Fehlen der späten Photointermediate nach Reprotonierung der Schiff’schen Base wurde auch in Cr-HKR1 festgestellt. Sie wurden als Charakteristikum dafür gedeutet, dass die Rolle von Protonakzeptor und Protondonor durch die funktionelle Gruppe der identischen Aminosäure ausgeführt wird. Dieser postulierte Prozess erfordert die bereits diskutierte Reisomerisierung des Retinals als Voraussetzung für die Reprotonierung der Schiff’schen Base. Zusätzlich führt dies zum Ausbleiben der späten Protonenübertragungsreaktionen, die beispielsweise in BR spektral beobachtet werden können [305]. Es wäre interessant zu erfahren, ob diese Gemeinsamkeit auf weitere HKR-Vertreter übertragen werden kann. Die hier gezeigten Abläufe sind vermutlich für beide Isomerenkonfigurationen des D505 als Ausgangszustand realisierbar, so dass es zu parallelen photozyklischen Entwicklungen der jeweils entgegengesetzten Isomerisierung kommt. Dass hierbei unterschiedlich hohe Effizienzen bei der Initiierung der Prozesse in der jeweiligen Isoform erreicht werden, ist nicht ausgeschlossen. Die Modellierung dieser Befunde zeigt sich auch konsistent mit den Entwicklungen, die während der sekundären Anregung des noch Chlorid-freien P560-Zustandes zu beobachten sind (vgl. Abb. 4.21). Ohne Anion-Bindung wird durch Isomerisierung das P620-Intermediat gebildet, dessen Absorptionsmaximum durch das fehlende Chlorid-Ion eine bathochrome Verschiebung im Vergleich zum Chlorid-gebundenen P600-Intermediat aufweist (Abb. 4.26 B). Das nächste Intermediat hat hingegen die gleichen spektralen Eigenschaften, wie das Chlorid-gebundene P570-Intermediat. Das Anion befindet sich infolge des Modells zu diesem Zeitpunkt bereits vermehrt im peripheren Bereich des Proteins, so dass es keine unmittelbaren elektrostatischen Wechselwirkungen mit der Schiff’schen Base mehr besitzt und keine UV/Vis-spektroskopisch sichtbaren Absorptionsverschiebungen mehr auslösen kann. Es muss darauf hingewiesen werden, dass es sich bei der Darstellung der Reaktionsabläufe im zeitlichen Zusammenhang mit Bildung der Photoisomere bisher um ein theoretisches Modell handelt. Die Zuordnung einzelner Aminosäuren und spektroskopischer Signale zu bestimmten Funktionen und Reaktionen müsste unbedingt durch spezifische Markierungen, beispielsweise über den Einbau isotopenmarkierter oder chemisch markierter Aminsoäuren, bewiesen werden. Die modellhafte Darstellung der Reaktionen hat aber den Vorteil, dass daraus Hypothesen entwickelt werden, welche Aminosäuren mit besonders hoher Wahrscheinlichkeit in bestimmte Prozesse involviert sein könnten. Es werden die Grundlagen und Ansatzpunkte für weitere Untersuchungen formuliert. Die bisherigen Hypothesen und Modelle bezogen sich insbesondere auf die langsamen Prozesse, die vermutlich vor allem für die nachgeschalteten Signaltransduktionsprozesse des Volllängenproteins von Bedeutung sind. Die dabei beobachteten Chlorid-Translokalisationen sind hierbei vermutlich nur ein Nebeneffekt, da die Reaktionen aus dem Chlorid-haltigen Grundzustand initiiert wurden. Sie haben auf die Signaltransduktion selbst wahrscheinlich keinen Einfluss, und ein effizienter Chlorid-Transport ist durch die Langsamkeit der Prozesse 
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nicht gegeben. Allerdings wurden besonders durch die pH-Untersuchungen deutlich, dass alternative Prozesse in Os-HKR denkbar sind, die mit einem effizienten Chlorid-Pump-Mechanismus im Zusammenhang stehen könnten. Denn schon durch geringe Absenkung des pH-Wertes wird eine sichtbare Photokonvertierung zum langlebigen P400-Zustand stark minimiert. Ein alternativer Photozyklus, der wie in den archaebakteriellen Halorhodopsinen keine Deprotonierung der Schiff’schen Base aufweist aber dafür einen beschleunigten Chlorid-Transport von der extrazellulären zur intrazellulären Seite des Proteins ermöglicht [77], [314], [349], ist daher vorstellbar. Hierbei könnte es zur „Entscheidung“ bzw. Trennung zwischen den beiden Wegen (Signaltransduktion oder Chlorid-Transport) am P600-Intermediat kommen (Abb. 4.26 B). Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass in Os-HKR die an den Signaltransduktionsweg gekoppelten photozyklischen Deprotonierungsschritte durch den pH-Wert beeinflusst werden. So kann beispielsweise durch den veränderten Protonierungsstatus umliegender Aminosäuren der pKa-Wert der RSB-nahen Gruppen beeinflusst werden, so dass eine Übertragung des Schiffbasen-Protons auf die funktionelle Gruppe des D314 nicht möglich ist [293], [318]. Außerdem könnte die transiente Absenkung des pKa-Wertes der Schiff’schen Base selbst weniger deutlich unter dem neutralen Bereich liegen, als es bei anderen mikrobiellen Rhodopsinen der Fall ist, und eine Deprotonierung würde ebenfalls nicht stattfinden. Über die genauen Prozesse ist allerdings noch nichts bekannt, und sie müssten unbedingt in schnellen pH-Wert-abhängigen laserspektroskopischen Messungen weiterführend untersucht werden. Auch die Frage, ob dieser Weg vorrangig von einem der enthaltenen Retinal-Isomere beschritten wird, müsste geklärt werden. Zusätzlich sollte elektrophysiologisch (in vivo) getestet werden, ob es tatsächlich zu einem messbaren lichtinduzierten Chlorid-Ionen-Transport kommt und ob dieser durch die Variation des pH-Wertes beeinflusst wird. Hinsichtlich der postulierten pH-abhängigen Deprotonierung der Schiff’schen Base kann eine Parallele zu den Halorhodopsinen gezogen werden. In diesen kann ein effektiver Chlorid-Pump-Mechanismus nur stattfinden, wenn es nicht zu einer Deprotonierung der RSB und somit nicht zur Bildung eines M-Zustand-ähnlichen Photoproduktes kommt. Der deprotonierte Zustand wird unter Langzeitbelichtung und unter Erhöhung des pH-Wertes sowie durch die Supplementierung einer basischen Gruppe (Azid) präferiert populiert, und dieser Weg stellt somit eine interne Inaktivierung der Pumpfunktion dar [133]. Die Inaktivierung ist vor allem eine Folge des in diesem alternativen Photozyklus verlangsamten Reaktionsablaufes.  Es muss allerdings, wie bereits erwähnt, ausgeschlossen werden, dass ein stark beschleunigtes Durchlaufen des normalen Os-HKR-Photozyklus inklusive De- und Reprotonierung der Schiff’schen Base für die verminderte P400-Anreicherung verantwortlich ist. Diese müsste allerdings pH-induziert auf einen Zeitbereich von weit unter 300 ms beschleunigt sein, da nach diesem Zeitbereich keine signifikante Erhöhung der P400-Zerfallsgeschwindigkeit in niedrigen pH-Werten festgestellt wurde. Ob auch eine beschleunigte Variante des Photozyklus unter De- und Reprotonierung zu einem effektiven Chlorid-Transport führen könnte ist nicht bekannt. Daher muss dieser Frage zukünftig nachgegangen werden.  
4.5.6 Aminosäuren in Os-HKR begründen die Theorie eines sekundär 
entwickelten Mechanismus der Chlorid-Abhängigkeit Die Ergebnisse der FT-IR-Spektren ließen vermuten, dass eine Reihe von Aminosäuren an den lichtabhängigen, Chlorid-abhängigen und thermischen Reaktionen in Os-HKR beteiligt sein müssen. Unter ihnen warf besonders die Chlorid-Abhängigkeit viele Fragen auf. Hilfreich für weiterführende Analysen könnte das nahe verwandte Mp-HKR aus M. pusilla sein. In den 
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UV/Vis-spektroskopischen Untersuchungen konnten ein P/D560-Zustand sowie ein P400-Zustand im rekombinanten Mp-HKR-Rhodopsin-Fragment identifiziert werden, die sehr große Übereinstimmungen zu den entsprechenden Absorptionsformen in Os-HKR zeigten. Hinweise auf eine Chlorid-Bindung wurden jedoch nicht festgestellt. Dies führte zu theoretischen Überlegungen über die möglichen beteiligten Gruppen, in die das Strukturmodell von Os-HKR sowie Sequenzvergleiche mit dem Chlorid-unabhängigen Mp-HKR einbezogen wurden. Die Änderungen der Abläufe durch die eingeführten Mutationen an den Positionen E181 und D314 verdeutlichte die Relevanz dieser beiden Aminosäuren für die Photochemie von Os-HKR. Ein Sequenzvergleich mit der Rhodopsin-Domäne aus Mp-HKR zeigte allerdings, dass weitere spezifische Reste für die Chlorid-Abhängigkeit in Os-HKR verantwortlich sein müssen. Denn Mp-HKR verfügt über die homologen Aminosäuren von E181 (E140 in Mp-HKR) und D314 (D300 in Mp-HKR), ohne eine Anion-Bindung aufzuweisen. Die Bildung der äquivalenten langlebigen Absorptionszustände in Mp-HKR und dem salzfreien Photozyklus in Os-HKR, suggeriert ähnliche signaltransduktionsassoziierte Mechanismen in beiden Proteinen, welche eine lichtabhängige Konvertierung zwischen dem P/D560-Zustand und dem P400-Zustand voraussetzen. Dies bedeutet aber auch, dass die Art des BR-D85T89D96-analogen Motivs in den beiden HKRs nicht allein für die Chlorid-Abhängigkeit verantwortlich sein kann, denn dies ist in beiden HKRs gleichartig als E-T-L-Motiv ausgeprägt (Abb. 4.27 A). Es entspricht demnach in beiden HKRs durch das Fehlen des D96-analogen Restes (Leucin in beiden HKRs) mit freier Carboxyl-Gruppe dem Motiv eines sensorischen Rhodopsins. Eine Reprotonierung der Schiff’schen Base von der funktionellen Gruppe des D96 ist nicht möglich und somit ist ein gerichteter Protonentransport sehr unwahrscheinlich. Mit den bekannten Chlorid-pumpenden Rhodopsinen kann ebenfalls keine Übereinstimmung an den entsprechenden Positionen identifiziert werden, bei welchen üblicherweise ein TSA-, NTQ- bzw. TSD-Motiv [125], [126], [129], [314] beobachtet wird. Die beschriebenen salzabhängigen Prozesse zeigen allerdings, dass in Os-HKR nicht nur eine passive Chlorid-Bindung/-Einlagerung stattfindet, wie sie beispielsweise im sensorischen Rhodopsin aus 
Salinibacter ruber auftritt [259]. In diesem Rhodopsin ändert sich die Anionbindung nicht im Laufe der photozyklischen Prozesse, sie hat aber Auswirkungen auf die strukturellen Abläufe im Protein. In Os-HKR kann hingegen eine lichtaktivierte Abgabe und Wiederaufnahme des Anions angenommen werden. Bei Langzeitbelichtung und unter leicht basischen pH-Bedingungen scheint die Abgabe des Anions im Großteil des Proteins nur zu Beginn der photozyklischen Reaktionen stattzufinden, während die lichtabhängige Gleichgewichtsbildung zwischen P400 und P560 ohne zwischenzeitliche Chlorid-Aufnahme abläuft (siehe Abb. 4.21). Ein Teil der Probe kann unter allen getesteten Bedingungen durch Belichtung nicht sichtbar in den langlebigen P400-Zustand unter Deprotonierung der Schiff’schen Base überführt werden. Dieser Teil steigt deutlich unter Ansäuerung der Umgebung. Dies könnte, wie bereits erwähnt, auf einen parallelen beschleunigten Photozyklus mit effizientem Chlorid-Transport hindeuten. Dessen Anteil wird durch eine Absenkung des pH-Wertes erhöht, und er schließt, äquivalent zu den bekannten Halorhodopsinen, möglicherweise keine Deprotonierungsreaktion der Schiff’schen Base mit ein. In dem Chlorid-unabhängigen Mp-HKR kann hingegen eine lichtbedingte Konvertierung der gesamten Probe in den langlebigen P400-Zustand erreicht werden. Daher ist ein Zusammenhang zwischen dem registrierten Probenanteil nach Belichtung im Dunkelzustand und einem anteiligen beschleunigten (Chlorid-transportierenden?) Photozyklus in Os-HKR wahrscheinlich.  Es muss sich in Os-HKR ein besonderer Mechanismus der Chlorid-Aufnahme, -Bindung- und Abgabe entwickelt haben, der sich vermutlich von dem in den bekannten lichtaktivierten Chlorid-Pumpen unterscheidet [77]. Schwierigkeiten bei der Definition der an der Gestaltung der Chlorid-Bindungsstelle beteiligten Resten ergaben sich unter anderem aus der Modellierung 
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von Os-HKR. So konnten Regionen wie der lange N-Terminus der Sequenz nicht oder nur schwer an die bekannten Rhodopsin-Strukturen angepasst werden. Andere Bereiche zeigten strukturelle Abweichungen in Abhängigkeit von der verwendeten Basisstruktur. Daher können die im Rahmen dieser Arbeit vorgeschlagenen Chlorid-bindenden bzw. -transportierenden Gruppen nur als vorläufige Arbeitshypothese für weitere Untersuchungen angesehen werden. Die UV/Vis- und FT-IR-spektroskopischen Ergebnisse deuteten eine Lage der Chlorid-Bindestelle in der Nähe der Schiff‘schen Base unter Beteiligung der E181-Seitenkette an. Diese könnte als protonierte freie Carboxyl-Gruppe zusammen mit der positiv geladenen Seitenkette von R178 die Umgebung für die Bindung des Chlorid-Ions schaffen. Unklar ist die postulierte Beteiligung des C152-Restes in Helix B. Dieser ist im dargestellten Modell der putativen Bindestelle zugewandt und könnte ebenfalls zu der polaren Umgebung beitragen. Dieser Rest ist nicht in Mp-HKR zu finden. Da an dessen analoger Position ein Alanin liegt, könnte sein Fehlen einer der Gründe für die Chlorid-Unabhängigkeit in Mp-HKR sein. In anderen Os-HKR-Struktur-Modellen zeigt allerdings die Helix B eine veränderte Orientierung, und nicht das C152 sondern die polare Gruppe von T154 ist in Richtung der putativen Chlorid-Bindestelle positioniert (nicht gezeigt), welche ebenfalls die polare Bindestelle für das Anion mit gestalten könnte. Demnach müssen zukünftige Analysen zeigen, ob eine der beiden Gruppen relevant für die Anionbindung ist.  In den archaebakteriellen Halorhodopsinen (HsHR und NpHR) ist die BR-D85-analoge Position durch ein Threonin ersetzt, welches keine negativ geladene Carboxylat-Gruppe aufweisen und nicht als Gegenion wirken kann. Hier wird die primäre Chlorid-Bindestelle aus den polaren Seitenketten des Threonins und des Serins des jeweiligen TSA-Motivs gebildet [337], [349]. Infolge dessen wäre für Os-HKR alternativ zur ersten Hypothese auch eine Chlorid-Bindestelle denkbar, welche aus der polaren Seitenkette des HR-Serin-analogen Threonin-185-Restes und dem HR-Threonin-analogen protonierten E181 gebildet wird. Auch hierbei käme es zu einer Positionierung des Anions in der Nähe der Schiff’schen Base (Abb. 4.27 E, schwarzer Pfeil). Die Tatsache, dass auch in der D314N-Mutante eine Chlorid-Bindung stattfindet (siehe Abschnitt 3.5.7), lässt diese Chlorid-Lokalisierung allerdings weniger wahrscheinlich erscheinen. Vermutlich kann in dieser Mutante die Chlorid-Bindung nicht über E181 erreicht werden, da dieser Rest aufgrund der fehlenden freien Carboxylat-Gruppe von D314 die Gegenion-Funktion übernimmt und somit im Dunkelzustand deprotoniert mit negativ geladener Seitenkette vorliegt. Daher wird von einer Beteiligung von N314 an der Chlorid-Bindestelle in der Mutante ausgegangen, wodurch ebenfalls eine Anion-Bindung, wenn auch mit geringerer Affinität erreicht wird. Die Chlorid-Bindung zwischen T185 und N314 erscheint sterisch ungünstig aufgrund der Lage der Schiff’schen Base und dem E181 zwischen diesen beiden Resten. Eine Gestaltung der Chlorid-Bindestelle aus N314 mit R178 und C152 (bzw. T154) in der Mutante wäre infolge der Positionierung der entsprechenden Reste im Strukturmodell eher vorstellbar.  Nicht geklärt ist auch eine Beteiligung der beiden Methionine an den Positionen 183 und 184 in der Helix C von Os-HKR (Abb. 4.27 D) an den Chlorid-abhängigen Abläufen. Die Existenz der beiden Methionine ist im Vergleich zu anderen Rhodopsinen sehr ungewöhnlich, und auch im Chlorid-unabhängigen Mp-HKR ist an diesen Positionen kein Methionin zu finden. Denkbar wäre hier, dass diese Reste infolge von strukturellen Änderungen im Verlauf des Photozyklus in Richtung der Retinalbindetasche orientiert werden. Hier könnte die negative Partialladung des Schwefels durch Wechselwirkung mit dem Chorid-Ion zu einer Translokalisation von seiner primären Bindestelle beitragen.  In den bekannten Halorhodopsinen führt die lichtinduzierte Isomerisierung des Retinals zu einer Positionierung der positiven Ladung der protonierten Schiff’schen Base auf die von dem Gegenion abgewandte Seite, was auch eine Verlagerung des negativ geladenen Anions auf die 
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entgegengesetzte Seite des Retinals nach sich zieht [349]. Daran anschließend wird das Anion über weitere polare Reste an die intrazelluläre Oberfläche des Proteins transportiert und es kommt zur Chlorid-Abgabe in das Cytoplasma. In Analogie zu den Reaktionen in den Halorhodopsinen wird vermutet, dass die Isomerisierung des Retinals auch in Os-HKR die Änderung der Chlorid-Position zur Folge hat.  
 Abb. 4.27 Detaillierte Analyse potentiell an der Chlorid-Bindung beteiligter Gruppen in Os-HKR. Ausschnitte des Strukturmodells von Os-HKR (auf Basis von BR 1KGB [106]) (A). Vergrößert dargestellt sind die Bereiche des Rhodopsins mit möglicherweise relevanten Gruppen für die transiente Bindung nach Photoaktivierung (B), die Chlorid-Abgabe (C), die Chlorid-Bindung im Dunkelzustand (D und E) sowie die Chlorid-Aufnahme (F). Die postulierte Chlorid-Bindestelle im Dunkelzustand ist mit einem roten Pfeil markiert. Die alternative Bindestelle, welche der Position in den archabakteriellen Halorhodopsinen entsprechen würde, ist mit einem gestrichelten schwarzen Pfeil gekennzeichnet. Rote Beschriftungen geben Abweichungen potentieller für die Chlorid-Bindung relevanter Reste an entsprechenden Positionen im Chlorid-unabhängigen Mp-HKR an. Zusätzlich fehlen die Methionine 183 und 184 in Mp-HKR.  Eine sekundäre transiente Bindestelle könnte auf Grundlage des Strukturmodells von den polaren Resten C285 und S288 (Helix F) sowie C313 und T317 (Helix G) in Os-HKR gebildet werden (Abb. 4.27 B). Nach Isomerisierung des Retinals befindet sich die positive Ladung der Schiff’schen Base vermutlich diesen Resten zugewandt, so dass eine nachfolgende 
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Translokalisation des Anions in diese Region denkbar ist. Von dieser potentiellen sekundären Bindestelle ausgehend könnte es über die polaren Reste S141, S142 und C322 zu einem Transport zur cytoplasmatischen Seite des Rhodopsin-Teils kommen. Am cytoplasmatischen Ende von Helix B liegen dem Strukturmodell zufolge ungewöhnlich viele Arginin-Reste, die durch ihre positive Ladung die Weiterleitung und Abgabe des Anions in den intrazellulären Raum ermöglichen könnten (Abb. 4.27 C).  Im extrazellulären Bereich des Proteins sind im Strukturmodell potentielle Reste zu finden, die am Transport des Anions aus dem extrazellulären Bereich in das Proteinzentrum zur Chlorid-Bindestelle beteiligt sein könnten. In Np-HR ist beispielsweise das Arginin 123 (R178 in Os-HKR) über ein Wasserstoffbrückennetzwerk durch die polaren Reste S81 (T154 in Os-HKR) und T90 (S162 in Os-HKR) mit dem E234 und H173 an der extrazellulären Oberfläche verbunden [349]. In Os-HKR kämen die positiv geladenen Reste R69 und K296 für primäre elektrostatische Wechselwirkungen an der Proteinoberfläche mit dem Anion in Betracht. An der Ausbildung eines Wasserstoffbrückennetzwerkes mit dem R178 äquivalent zu Np-HR könnten die Reste S162, T303, E306 bzw. E231 und H307 beteiligt sein (Abb. 4.27 F). Ein Transport des Anions zur mutmaßlichen Chlorid-Bindestelle wäre damit gewährleistet. Der Protonierungsstatus des E181 und von Glutaminsäuren im extrazellulären Bereich des Rhodopsins sowie die Orientierung der Methionine 183 und 184 könnten die Zugänglichkeit des Proteins für die Anionen und somit den Wechsel zwischen der sensorischen und der Transport-Funktion des Rhodopsins beeinflussen. Hierbei können die pKa-Werte der funktionellen Gruppen entscheidend sein. Ihr Protonierungs-status kann wiederum die pKa-Werte anderer Carboxyl-Gruppen und der Schiff’schen Base verändern [339]. Der pKa-Wert und die Deprotonierungsreaktion der Schiff’schen Base könnte die jeweilige Rolle des Os-HKR-Rhodopsins definieren/festlegen. Viele der für den Chlorid-Transport in Os-HKR als relevant postulierten Reste sind in Mp-HKR nicht vorhanden. Die genaue Zuordnung einzelner Aminosäuren zu den vermuteten Funktionen muss durch erweiterte Mutagenesestudien bzw. durch das Lösen der Kristallstruktur bestätigt oder widerlegt werden.  Dass in Os-HKR ein funktioneller Chlorid-Transport stattfindet ist durch seine Chlorid-abhängigkeit und die Änderung des Chlorid-Bindungsstatus innerhalb des Photozyklus wahrscheinlich. Die Existenz der verschiedenen polaren Gruppen in den unterschiedlichen Regionen des Rhodopsins (Abb. 4.27) lässt einen Transport von außen in das Zellinnere, analog zu anderen lichtaktivierten Chlorid-Pumpen [350], möglich erscheinen. Der alternative Pfad des langsamen photochromen Photozyklus-Prozesses ohne Chlorid-Aufnahme und -Abgabe unter 
Dauerbelichtung (P400 → P560 und vice versa) und der modulare Aufbau eines Histidinkinase-Rhodopsins in der Volllängenversion sprechen für die bivalente Funktion des Rhodopsins. Die schnelle Bildung des D505-Zustandes unter erhöhten Chlorid-Konzentrationen stellt hingegen die Voraussetzung für das Eintreten in den effizienten Chlorid-transportierenden Weg dar. Nach dieser Hypothese könnte die Photorezeptordomäne einerseits die Signaltransduktion der nachgeschalteten Komponenten (Histidinkinase und Receiver-Domäne) initiieren und andererseits effizient Chlorid-Ionen von außen in das Zellinnere pumpen. Die Effizienz jeder dieser Aufgaben hinge von der Kinetik der beteiligten Prozesse und der Lebensdauer einzelner Intermediate ab. Die im Vergleich zu reinen Chloridpumpen leicht herabgesetzte Chloridaffinität könnte für Os-HKR in seiner Doppelfunktion, also dem Wechsel zwischen Pump- und sensorischer Aktivität, von Vorteil sein. Wie bereits erwähnt kann auch in den archaebakteriellen Halorhodopsinen eine effiziente Deprotonierung der Schiff’schen Base erreicht werden [133]. Dieser alternative Weg wird in den klassischen Halorhodopsinen allerdings als Inaktivierung angesehen, da hierbei kein 
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kontinuierlicher Pumpprozess mehr stattfindet. Eine Funktion dieses M-Zustand-ähnlichen Photoproduktes, wie sie für das Os-HKR-P400 vermutet wird, ist nicht bekannt. Die großen Abweichungen hinsichtlich der Aminosäuresequenz zu den in den meisten Halorhodopsinen konservierten Gruppen sowie die postulierte Doppelfunktion des Photorezeptor-Teils macht es wahrscheinlich, dass sich die Chlorid-Abhängigkeit im Os-HKR sekundär entwickelt hat. Die sensorische Funktion stellte vermutlich die ursprüngliche Aufgabe des Rhodopsins dar. Ein Argument hierfür ist die ausgeprägte Photochromie unter Deprotonierung und Reprotonierung der Schiff’schen Base, welche zumindest in einem Teil der Probe im rekombinanten Protein beobachtet wird. Dies bedingt die Ähnlichkeit der durch Dauerbelichtung bewirkten Os-HKR-Abläufe zu den Absorptionszuständen im salzunabhängigen Mp-HKR. Das vergleichbare Übergangsmotiv von der Photorezeptordomäne zur nachgeschalteten Histidinkinase lassen ähnliche Mechanismen der Signaltransduktion bei Os-HKR und Mp-HKR vermuten (siehe Abb. 3.4 und 4.1). Zusammen mit der relativ hohen Sequenz-Homologie der beiden Rhodopsine kann man daher von einem gemeinsamen evolutionären Ursprung der beiden Photorezeptordomänen ausgehen. Bei den Sequenzvergleichen mit anderen mikrobiellen Rhodopsinen weist das Mp-HKR eine größere Homologie zu den Sensorischen Rhodopsinen I und II und dem Bakteriorhodopsin als zu den Halorhodopsinen auf. Daher ist eine Chlorid-Pumpe als evolutiver Ursprung unwahrscheinlich. Die Chlorid-Abhängigkeit könnte eine Weiterentwicklung des HKRs in Ostreococcus tauri durch die Anpassung an den spezifischen Lebensraum der Thau-Lagune darstellen. In dem stark reduzierten Genom erscheint die gemeinsame bzw. alternative Funktion eines einzelnen Proteins als Signaltransduktionseinheit sowie als Chlorid-Pumpe vorteilhaft [227]. So könnte die Expression eines einzelnen Proteins bestimmte Zellantworten für die wechselnden Lebensbedingungen steuern, ohne dass hierfür ein zusätzliches Gen/eine Erweiterterung des Genoms notwendig ist. Für die Ausführung der sensorischen Funktion werden sich die Deprotonierungsreaktion der Schiff’schen Base und nachfolgende große strukturelle Änderungen zu Nutze gemacht, die aktivierend auf die nachgeschalteten Domänen wirkt. Zum Erreichen der Chlorid-Transportfunktion könnte die Deprotonierung der Schiff’schen Base verhindert werden, so dass es zum effizienten Chlorid-Transport käme. Die externen Faktoren wie Chlorid-Konzentration, pH-Wert, Temperatur und Licht könnten anhand der spektroskopischen Untersuchungen eine Rolle spielen bei der Entscheidung zwischen den verschiedenen photochemischen Reaktionspfaden und den daran geknüpften Aufgaben. Ob diese Abhängigkeit von den äußeren Einflüssen tatsächlich Vorteile für die Zelle als Anpassungsreaktionen an diese Bedingungen bedeuten oder eine Folge der fehlenden Spezialisierung des Photorezeptors ist, müssen physiologische Untersuchungen klären. Die sekundäre Entwicklung einer lichtaktivierten Chlorid-Pumpe wurde bereits für das Cyanobakterium Mastigocladopsis repens (Mr-HR) beschrieben [126]. Hier ist das Chlorid-pumpende Rhodopsin evolutiv vermutlich aus einer lichtaktivierten Protonenpumpe hervorgegangen. Dies wurde aufgrund der Homologie an bedeutenden Aminosäurepositionen mit den bekannten Protonenpumpen angenommen. Zudem ist es möglich, die Chlorid-Pumpe durch eine einzige Mutation in eine funktionelle auswärts gerichtete Protonenpumpe zu konvertieren, was in anderen Chlorid-Pumpen selbst nach Einführung von zehn Protonen-Pumpen-spezifischen Resten nicht möglich ist [351]. Der relativ langsame Photozyklus in Mr-HR wurde auf die noch fehlende evolutive Spezialisierung für den Chlorid-Transport zurückgeführt. Die physiologische Bedeutung von Mr-HR ist nicht vollständig aufgeklärt. Es wird aber eine Beteiligung am osmotischen Ausgleich in den Zellen vermutet, welcher in den schwankenden Lebensbedingungen einem Austrocknen entgegenwirken könnte.  
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Zusätzlich wird für auch die halobakteriellen und eubakteriellen Chloridpumpen eine konvergente Entwicklung angenommen. Trotzdem gibt es mechanistisch viele Übereinstimmungen zwischen den beiden Gruppen [77], die partiell auch auf Os-HKR zutreffen könnten.  
4.5.7 Mögliche physiologische Bedeutung des Os-HKR in Ostreococcus 
tauri Über die physiologische Bedeutung von Os-HKR kann nach derzeitigem Stand der Ergebnisse nur spekuliert werden, da bisher weder die stattfindende Signaltransduktion noch der erfolgende Chloridtransport experimentell erwiesen werden konnten. Die Steuerung schneller phototaktischer Reaktionen ist schon aufgrund der fehlenden Flagellen in Ostreococcus tauri nicht anzunehmen. Diese wären auch nicht mit den langsamen Prozessen in Os-HKR kompatibel. In vorangegangenen Untersuchungen wurde eine Beteiligung von Os-HKR an der Regulation der circadianen Rhythmik vermutet [230], [242], [313] (siehe Abschnitt 1.5.2). Diese Aufgabe wäre gut mit den langsamen photozyklischen Reaktionen zu vereinbaren. Aus den absorptions-spektroskopischen Analysen lässt sich schließen, dass der Photorezeptor in der Lage ist, die Lichtquantität sowie die Lichtqualität zu messen und in die signaltransduktionsassoziierten Funktionen zu übersetzen (Abb. 4.28).   
 Abb. 4.28 Zuordnung der verschiedenen langlebigen Absorptionszustände D505 (A), P400 (B) und P560 (C, D) in Os-HKR zu den Lichteinflüssen und Assoziation der Photoreaktion mit möglichen folgenden Zellreaktionen.  
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Die FT-IR-spektroskopischen Messungen zeigten, dass die größten strukturellen Änderungen des Proteins bei der Bildung des deprotonierten P400-Zustandes zu erwarten sind (siehe Abschnitt 4.5.4.2). Diese könnten für die Aktivierung der nachgeschalteten Histidinkinase verantwortlich sein, welche vermutlich globale Modifikationen der Rhodopsin-Struktur erfordern. In der natürlichen Umgebung sollte eine effiziente Bildung des P400-Zustandes unter Tageslichteinfluss gegeben sein (Abb. 4.28 A, B), was eine Aktivierung von Histidinkinase, Receiver-Domäne und dem noch unbekannten mit der Receiver-Domäne interagierenden Protein für die Generierung einer Zellantwort nach sich ziehen könnte. Demnach könnte P400 als Reporter-Zustand für Tageslicht gelten. Bei einem überwiegenden Anteil an kurzwelligem Licht wäre das Gleichgewicht hingegen zum P560-Zustand verschoben (Abb. 4.28 D). Die Lebensdauer von P560 ist stark abhängig von dem Salzgehalt der Umgebung, und er zerfällt bei hohen Chlorid-Konzentrationen schnell in den D505-Zustand. In der Dunkelphase kommt es in der natürlichen salzhaltigen Umgebung des Meeres als Lebensraum der Alge zu einem Übergang in den D505-Dunkelzustand (Abb. 4.28 A, C). D505 muss demnach als „Reporter-Zustand“ für Dunkelheit gelten. Aufgrund der vergleichbaren strukturellen Änderungen des P560- und des D505-Zustandes beim Übergang in den P400-Zustand, geschlossen aus dem ähnlichen Amid I-Differenzbandenmuster, scheinen die beiden protonierten Absorptionszustände nicht für die aktivierende Signalübertragung auf die Histidinkinase verantwortlich zu sein. Demzufolge könnte Os-HKR durch seine Absorptionsmaxima in D505 und P560 einen weiten Bereich des langwelligen Spektrums abdecken, welches eine Konvertierung in den postulierten Signalzustand P400 bewirken würde. Thommen und andere postulierten die Interaktion mit dem nachgeschalteten TOC1-Response Regulator (circadianes Oszillator-Protein) und seine Phosphorylierung durch die beiden potentiellen lichtaktivierten Histidinkinasen in Ostreococcus tauri, die LOV-HK und das Os-HKR [242]. Diese Annahme vorausgesetzt könnten die kombinierten Reaktionen beider Photorezeptoren ein sensorisches System für das Tageslicht darstellen, welches sich vom Blaulicht bis zum Rotlicht erstreckt. Während unter langwelligem Lichteinfluss vorwiegend Os-HKR aktiv wäre, wäre unter Blaulicht eine überwiegende Aktivität der LOV-HK gegeben (Abb.4.29). Das blaue Licht könnte zusätzlich eine deaktivierende Wirkung auf Os-HKR haben, durch die Rückkonvertierung aus dem putativen Signalzustand P400 in den P560-Zustand. Für P560 wird aufgrund der mit D505 vergleichbaren FT-IR-spektroskopischen Sekundärstruktur-merkmale keine Initiation der Signaltransduktion erwartet. Eine simultane Interaktion von Os-HKR und LOV-HK mit TOC1 könnte damit vermindert werden.    
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 Abb. 4.29 Mögliche Aktivierung des circadianen Oszillator-Proteins TOC1 durch Phosphorylgruppentransfer von dem lichtabhängig phosphorylierten Os-HKR bei langwelligem Licht und LOV-HK bei Blaulicht. Blaulicht bewirkt die Deaktivierung der Signaltransdution in Os-HKR. TOC1 induziert die CCA1-Transkription. CCA1 wirkt als Repressor von TOC1, Os-HKR und LOV-HK. (Abb. entworfen nach [231], [242]). LOV-HK: LOV-Histidinkinase; HKR: Histidinkinase-Rhodopsin; TOC1: Timing of CAB expression 1; CCA1: Circadian Clock Associated 1  Möglicherweise werden im Zuge der Chlorid-Bindung (P560-nach-D505) die strukturellen Voraussetzungen für das Eintreten in den beschleunigten Chlorid-transportierenden Photozyklus geschaffen, die sich in der Amid I-Region der FT-IR-Spektren nur mit kleinen Differenz-Signalen bemerkbar machen. Denkbar wäre auch, dass die Funktion des Chlorid-Transportes nicht im Volllängenprotein stattfinden kann, sondern dass dazu ein alternatives 
Splicing zum Entfernen der C-terminalen Abschnitte notwendig ist. Daraus würde folgen, dass eine Prädetermination der Funktion schon vor der Translation der mRNA erfolgt. Dies müssten elektrophysiologische Untersuchungen zum Chlorid-Transport im Volllängen- und im verkürzten Protein zeigen. Die Bedeutung des postulierten Chlorid-Transportes für die Zellen kann ebenfalls nur vermutet werden. Eine Beteiligung an der osmotischen Regulation wie für Mr-HR während des Zellwachstums bzw. infolge sich verändernder Lebensbedingungen ist allerdings auch hier vorstellbar. Der Lebensraum der Thau-Lagune stellt ein Ökosystem dar, welches nahezu als eine Art salzhaltiger Binnensee bezeichnet werden kann. Durch die nur kleinen Zugänge zum Mittelmeer und zur süßwasserführenden Rhône kommt es jahreszeiten- und niederschlagsabhängig zu starken Schwankungen der Wassertemperatur (zwischen 3 °C und 29 °C) und der Salinität (27 bis 40 PSU)[352]. Die große Beeinflussbarkeit der Reaktionen von Os-HKR durch die äußeren Faktoren könnte für den Organismus tatsächlich einen Vorteil bedeuten und wichtige Anpassungsreaktionen steuern.  Abschließend muss festgehalten werden, dass sich die im Rahmen dieser Arbeit getätigten Untersuchungen auf die heterolog exprimierte, isoliert von den möglichen signal-transduktorischen Komponenten vorliegende Rhodopsin-Domäne von Os-HKR beziehen. Diese lag anstelle in der Membran des Organismus in Detergenz vor. Es ist nicht klar, ob sich die gefundenen Ergebnisse uneingeschränkt auf das Volllängenprotein in der Membran der Alge übertragen lassen. Daher sind physiologische Untersuchungen von größter Bedeutung. 
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4.6 Zusammenfassung und Ausblick Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten HKRs (Cr-HKR1, Os-HKR und Mp-HKR) weisen große Besonderheiten verglichen mit den Eigenschaften anderer mikrobieller Rhodopsine auf. Als Eigenheit ist insbesondere die ungewöhnlich hohe thermische Stabilität der deprotonierten Zustände zu nennen. In anderen mikrobiellen Rhodopsinen tritt zumeist auf einer Zeitskala von wenigen bis wenigen hundert Millisekunden eine Reprotonierung der Schiff’schen Base ein [51]. Die auf dieser Stabilität basierende Photochromie der HKRs ist hinsichtlich ihrer postulierten Funktion als regulatorische Domäne der nachgeschalteten Signaltransduktionseinheiten von Vorteil. Die Tatsache, dass der deprotonierte Zustand mit der deutlichen Blauverschiebung eine der stabilen bzw. langlebigen Formen darstellt, bringt eine gute spektrale Trennung zu dem jeweiligen Dunkelzustand mit sich. Daraus folgt, dass die HKRs als hocheffiziente molekulare Schalter wirken könnten. Aus diesem Grund ist es für zukünftige Untersuchungen von größter Bedeutung, die lichtinduzierte Signaltransduktion in den verschiedenen HKRs nachzuweisen. Im Fall von Cr-HKR1 und Cr-HKR2 sollte mit Hilfe neuer Konstrukte und Hybrid-Proteine versucht werden, die cGMP-Produktion infolge einer bestimmten Lichteinwirkung zu belegen. Das untersuchte Hybrid-Protein aus der Cr-HKR1-Rhodopsin-Domäne und den restlichen Unter-einheiten von Cr-HKR2 stellt ein vielversprechendes Ausgangskonstrukt für zukünftige Untersuchungen in Oozyten dar (siehe Anhang Abb. 5.2). Darauf basierend sollten weitere Regionen für die Fusion der beiden Proteine getestet werden. Außerdem sollten Konstrukte entworfen werden, die keinen C-terminalen c-myc-tag aufweisen, da unklar ist, ob und inwiefern diese die Aktivität der Cyclase beeinflussen. Im Fall von Os-HKR kann versucht werden, die Expression des Gesamt-Proteins in Pichia pastoris zu optimieren und eine funktionelle Aufreinigung zu erreichen. Mit dem aufgereinigten Gesamtprotein oder mit der Membranfraktion der Pichia-Zellen kann ein Nachweis der lichtinduzierten Phosphorylierung auf die Histidinkinase- bzw. die Rec-Domäne über Phosphorylierungsassays angestrebt werden. Da im Fall von Os-HKR mit dem TOC1-Protein ein potentieller Interaktionspartner postuliert wurde, könnte auch versucht werden, rekombinantes TOC1-Protein herzustellen. In einem Phosphorylierungs-Ansatz, der sowohl das Os-HKR-Gesamtprotein (in Membran oder aufgereinigt) als auch das TOC1-Protein enthält, könnte der lichtinduzierte Phosphorylgruppen-Transfer auf das TOC1 in einem Phosphorylierungs-Test nachgewiesen werden. In allen Fällen könnte ein erfolgreicher Abschluss dieser Untersuchungen den aktiven Zustand des jeweiligen HKRs definieren und dabei helfen, diesen auf eine Licht-Situation in der natürlichen Umgebung der Organismen zu übertragen. In Kombination mit den funktionellen Analysen sollten physiologische Untersuchungen der HKRs in den Ursprungsorganismen durchgeführt werden. Hierfür sollten Deletionsmutanten der entsprechenden HKRs mit Wildtyp-Zellen und gegebenenfalls Zellen, in denen die HKRs überexprimiert sind, verglichen werden. Es sollte das Wachstumsverhalten der verschiedenen Phänotypen unter variablen Lichtbedingungen sowie globale Anpassungsreaktionen beobachtet werden. Es könnte eine Transkriptionsanalyse der Gesamt-mRNA in verschiedenen Wachstums-, Belichtungs- und Tagesphasen erfolgen und hinsichtlich HKR-induzierter Unterschiede analysiert werden.  Vermutlich ist die hohe Stabilität der deprotonierten Spezies, welche die spektrale Besonderheit der HKRs definiert, unter anderem eine Folge der in allen HKRs fehlenden D96-analogen Carboxyl-Gruppe. Hierdurch muss erst eine Reisomerisierung des noch deprotonierten Retinals erfolgen, bevor die Reprotonierung stattfinden kann. Diese Reisomerisierung muss aufgrund der hohen Energiebarriere im Fall von Cr-HKR1 lichtinduziert herbeigeführt werden. Im Fall von Os-HKR kann sie wahrscheinlich auch langsam thermisch stattfinden und wird durch Absorption von Licht deutlich beschleunigt. Es sollte eine laserspektroskopische Untersuchung der frühen 
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Zeitpunkte nach Lichtaktivierung des P400-Zustandes in Os-HKR erfolgen. Auf diese Weise ließe sich ein eventuelles P400‘-Intermediat, welches analog zu Rh-UV‘ in Cr-HKR1 bereits isomerisiert aber noch nicht reprotoniert ist, spektroskopisch nachweisen. Gemeinsam ist beiden intensiv untersuchten HKRs (Cr-HKR1 und Os-HKR) die Isomerenheterogenität. Daraus folgt die Existenz von zwei parallelen Photozyklen. In diesem Zusammenhang stellt sich weiterhin die Frage der Verbindungspunkte zwischen den beiden Photozyklen, wie sie in Abschnitt 4.4.4 ausführlich diskutiert wurde. Um dieser Problematik nachzugehen, ist vor allem Cr-HKR1 als Untersuchungsobjekt geeignet, da mit dem initialen Dunkelzustand eine weitgehend homogene Ausgangssituation hinsichtlich der Retinalkonfiguration geschaffen werden kann. Es sollte versucht werden, eine Korrelation zwischen der Belichtungsdauer bzw. der Häufigkeit der Konvertierung (Rh-Bl-Rh-UV und vice versa) und der Entstehung der Heterogenität zu ermitteln. So könnte ausgehend vom Dunkelzustand eine häufige Hin- und Rückkonvertierung zwischen den beiden stabilen Zuständen durch kurze Laserpulse klären, ob die Heterogenität durch vielfache Wiederholung, ohne potentielle sekundäre Anregung der Photointermediate entsteht. Sollte dies nicht der Fall sein, kann versucht werden, durch gezielte sekundäre Anregung bestimmter Photointermediate mit einem zweiten Laserpuls, einen Wechsel zwischen den Photozyklen zu induzieren und zu beobachten. Die größten Abweichungen zwischen den beiden hauptsächlich untersuchten HKRs dieser Arbeit ergaben sich durch die Salz-Abhängigkeit von Os-HKR. Hier wäre es von Bedeutung, zu erfahren, ob Os-HKR unter bestimmten Bedingungen tatsächlich, eine funktionelle lichtaktivierte Chlorid-Pumpe darstellt. Hierfür sollte Os-HKR in Oozyten oder HEK-Zellen exprimiert werden und diese elektrophysiologisch hinsichtlich lichtinduzierter Pumpströme geprüft werden. Die Einflüsse verschiedener Parameter, wie die Chlorid-Konzentration und der pH-Wert, sollten getestet werden. Zusätzlich sollten pH-Wert-abhängige Laser-Messungen der frühen Zeitpunkte nach Lichtanregung durchgeführt werden. Dies dient der Überprüfung, ob ein beschleunigter alternativer Photozyklus ohne Deprotonierung der Schiff’schen Base spektroskopisch identi-fizierbar ist. Eine pH-Inhibierung der Deprotonierungsreaktion der RSB könnte hierbei nachgewiesen oder widerlegt werden. Da eine eindeutige Zuordnung und die damit verbundenen Reaktionen der wichtigen Carboxyl-Gruppen von Glu181 und Asp314 anhand der FT-IR-spektroskopischen Daten nicht ermittelt werden konnte, müssen unbedingt Messungen der beiden entsprechenden Mutanten unter salzfreien und unter Hochsalzbedingungen erfolgen. Eine homogene Situation hinsichtlich der Chlorid-Bindung in den Mutanten soll helfen, Anion-spezifische Signale zu identifizieren. Die Mutation E181N, die im Rahmen dieser Arbeit für Os-HKR durchgeführt wurde, barg einen Nachteil. Es erfolgte sowohl eine Entfernung der Carboxyl-Gruppe als auch eine Verkürzung der Seitenkette um ein C-Atom. Daher ist es nicht möglich, die beobachteten Veränderungen in der Mutante auf einen dieser beiden Faktoren zu spezifizieren. Eine erneute Mutagenese mit dem Ziel einer E181Q-Substitution soll diese Frage klären. Hinsichtlich der wichtigen Gruppen für die Chlorid-Bindung und -Abhängigkeit, sollte besonders eine Analyse der Aminosäuren erfolgen, die in dem nahe verwandten salzunabhängigen Mp-HKR nicht vorhanden sind (siehe Abb. 4.27). Im Bereich der postulierten Chlorid-Bindestelle sind das Cys152 und das Thr185 Kandidaten. Des Weiteren könnten die beiden ungewöhnlichen Methionine in Helix C eine Rolle bei der Stabilisierung bestimmter Proteinkonformationen spielen. Die polare Gruppe aus zwei Cysteinen, einem Serin und einem Threonin an der von der Schiff’schen Base abgewandten Seite könnte hinsichtlich einer potentiellen Chlorid-Translokation während des Photozyklus interessant sein. Mutagenesestudien an diesen Positionen könnten die Hypothese der Beteiligung der Reste an den verschiedenen Chlorid-abhängigen Prozessen bestätigen oder entkräften. Letztlich könnte eine Kristallisation und anschließende Röntgenstrukturanalyse von Os-HKR die an der Chlorid-Bindestelle beteiligten Reste identifizieren. 
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5. Anhang  
Abkürzungsverzeichnis BR  Bakteriorhodopsin BMGY  Gepuffertes Glycerol-Komplex Medium (Buffered Glycerol complex Media) BMMY  Gepuffertes Methanol-Komplex Medium (Buffered Methanol complex Media) cAMP   zyklisches Adenosinmonophosphat cGMP   zyklisches Guanosinmonophosphat Cop   Chlamydomonas Opsin-verwandte Proteine Cr-HKR1  Chlamydomonas reinhardtii Histidinkinase-Rhodopsin 1 Cyc   Cyclase ddH2O  destilliertes und deionisiertes Wasser DDM   n‐Dodecyl‐β‐D-Maltosid D2O   Di-Deuteriumoxid EADS  evolutionsassoziierte Differenzspektren EDTA   Ethylendiamintetraacetat FAD   Flavinadenindinukleotid FMN  Flavinmonokukleotid FT-IR   Fourier-Transformierte IR GSB  ground state bleach HAMP  Histidinkinasen, Adenylyl-Cyclasen, Methyl-akzeptierende Chemotaxis Proteine und Phosphatasen (Signaltransduktionsdomäne) HEPES   2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure HKR   Histidinkinase-Rhodopsin 
HOOP   hydrogen-out-of-plane HPLC  High Performance Liquid Chromatographie HR  Halorhodopsin Htr  Transducer der sensorischen Rhodopsine (Halobakterien) 
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IR   infrarot Km-Wert Michaelis-Menten Konstante LED   Licht emittierende Diode MCP  Methylgruppen-akzeptierende Chemotaxis-Proteine MES   2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure NaBr   Natriumbromid NaCl   Natriumchlorid NaI   Natriumiodid Na2SO4  Natriumsulfat Ni-NTA  Nickel-Nitrilotriessigsäure ODλ   Optische Dichte bei Wellenlänge λ Os-HKR  Ostreococcus tauri Histidinkinase-Rhodopsin 
O. tauri  Ostreococcus tauri PAGE  Polyacrylamid Gelelektrophorese PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid Rec   Response-Regulator-ähnliche Receiver-Domäne Rh   Rhodopsin rpm   Umdrehungen pro Minute (rounds per minute) RR   Resonanz-Raman RSB   Retinal Schiff Base SR   Sensory Rhodopsin UVA   Ultraviolettstrahlung zwischen 315 und 380 nm vis   visible (sichtbar) WT   Wildtyp YNB   Yeast Nitrogen Base YP   Yeast Extract Peptone YPD   Yeast Extract Peptone Dextrose YPDS   Yeast Extract Peptone Dextrose Sorbitol 




 Abb. 5.1 Beispiel für das Ergebnis eines Phosphorylierungsexperimentes von Cr-HKR1-Rh-Kin. Es wurde die Membranfraktion der Cr-HKR1-Rh-Kin-exprimierenden Pichia pastoris-Zellen mit 1 mM ATP unter verschiedenen Belichtungsbedingungen oder im Rh-UV-Zustand ohne weitere Belichtung inkubiert. Das Gesamt-Membran-Protein wurde auf einem SDS-Gel aufgetrennt, elektrophoretisch auf eine PVDF-Membran übertragen und die Membran mit Phosophostain behandelt zur Anfärbung der phosphorylierten Proteine. Die Bande bei 70 kDa entspricht der Größe des Cr-HKR1-Rh-Kin-Konstruktes. Es konnten demnach Banden in der Phosphoprotein-gefärbten Membran beobachtet werden, die auf eine Phosphorylierung hindeuten könnten. Diese sind in der Kontrolle (Pichia-Membran ohne fremdexprimiertes Protein) nicht vorhanden. Es konnte kein Unterschied der Bandenausprägung zwischen den verschiedenen Belichtungsparametern und den damit verbundenen Absorptionszuständen festgestellt werden. Dies war unabhängig davon, ob eine Vorbehandlung mit alkalischer Phosphatase (AP) stattgefunden hatte. (M: Marker) 
 
 Abb. 5.2 Beispiel einer elektrophysiologischen Oozytenmessung des Cr-HKR1-Rh-Cr-HKR2-Rest-Hybrid-Proteins unter Grünlicht-Einfluss. Beispiel einer Oozytenmessung mit der Zwei-Elektroden Spannungsklemme als Patch-Clamp-Technik. Es wurden die Ströme infolge einer 10 s Belichtung mit grüner Diode aufgenommen (A) an einer Oozyte, mit Cr-HKR1-Rh-Cr-HKR2-Rest-Hybridprotein-Expression koexprimiert mit einem cGMP-sensitiven Kanal (B). Es konnte in einigen Fällen verzögert zu dem Anregungslicht verschiedener Wellenlängen eine Kanalöffnung (Kation-Einstrom) beobachtet werden (A). Diese Signale konnten nicht zweifelsfrei reproduziert werden und auch nicht auf eine einzelne Anregungs-Wellenlänge spezifiziert werden. Daher sind diese Ergebnisse vielversprechend aber die beobachteten Signale können nicht eindeutig auf die lichtabhängige cGMP-Produktion durch das HKR-Hybrid-Protein zurückgeführt werden. 
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 Abb. 5.3 Ultraschnelle Messungen der Rh-UV-nach-Rh-Bl-Konvertierung von Cr-HKR1. Darstellung des zeitlichen Verlaufes der Differenzspektren im Picosekundenbereich (A) mit der messbedingten Verzögerungslinie sowie der zeitliche Verlauf der Absorptionsdifferenz bei 402 nm zwischen 0 ps und 3,5 ns (B) aus den Pump-Probe-Messungen.   
 Abb. 5.4 Absorptionsspektren des Rh-UV-Zustandes von Cr-HKR1 nach verschiedenen Belichtungssequenzen. Es wurden unterschiedliche Wellenlängen zur Konvertierung aus dem Rh-D- bzw. aus dem Rh-Bl-Zustand in den Rh-UV-Zustand verwendet. Die Belichtungsfolgen sind jeweils angegeben. (lwl: langwelliges Licht zwischen 530 und 560 nm; kwl: kurzwelliges Licht zwischen 440 und 470 nm; uv: 380 nm Licht)  
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 Abb. 5.5 Bildung der gewichteten RR-Differenzspektren der Rh-UV-Zustände in Cr-HKR1 zur Isolierung der möglichst reinen repräsentativen RR-Signale der Rh-UV-13-cis-C15=N-anti-Form (B) und der Rh-UV-all-trans-C15=N-syn-Form (D). Das Rh-UV-all-trans-C15=N-syn-Spektrum (D) wurde durch Subtraktion des Rh-UV2 (C) minus 0,7*Rh-UV1-Spektrums (C - 0,7*A) erzeugt. Das Rh-UV-13-cis-C15=N-anti-Spektrum (B) wurde durch Subtraktion des Rh-UV1-Spektrums (A) minus 0,8*Rh-UV-all-trans-C15=N-syn-Spektrum (A - 0,8*D) erzeugt. Die Bildung der Differenzspektren verdeutlicht die verschiedenen enthaltenen Isomere der Rh-UV-Form.    
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 Abb. 5.6 Absorptionsspektren verschiedener Probenpräparationen der Mutante Cr-HKR1-D239E unter Verwendung unterschiedlicher Retinalstammlösungen. Probe A zeigt weniger intensive Feinstrukturmerkmale bei 320 nm und 338 nm als Probe B.   
 Abb. 5.7 Vergleich der Resonanz-Raman-Spektren der Mutante Cr-HKR1-D239E und des Cr-HKR1-Wildtyps bei Raumtemperatur im Rh-Bl-Zustand (A; 514 nm Laser) und im Rh-UV-Zustand (B; 413 nm Laser). Die Stabilisierung der jeweiligen Zustände erfolgte im Fall von Rh-Bl durch kurzwellige (380 nm) bzw. im Fall von Rh-UV durch blaue (480 nm) Hintergrundbelichtung. Ein signifikanter Unterschied ist nicht feststellbar. Es müssen RR-Messungen der Mutante bei Tieftemperaturen nachgeholt werden, um die Einflüsse der Belichtung zu minimieren.  
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 Abb. 5.8 Auswertung der Blitzlichtphotolyse in Os-HKR nach 500 nm-Laser-Puls mit dem Analyse-Programm Matlab. Gegenüberstellung der Messdaten als Differenzspektren (A) als Verlauf über die Zeit zwischen 0,3 s und 3000 s nach dem Laser-Puls, der modellierten Datenmatrix (B) und der Residuen (C). Die Auswertroutine für das Matlab Analyse-Programm (entwickelt in Zusammenarbeit mit Dr. Rolf Hagedorn, HU Berlin) ermöglicht eine anschauliche Gegenüberstellung der gemessenen Daten als Differenzspektren und der modellierten Matrix, die sich aus den ermittelten Zeitkonstanten für den zeitlichen Verlauf der berechneten Komponentenspektren ergibt. Die Differenzspektren zeigen im gemessenen und modellierten Datensatz einen vergleichbaren zeitlichen Verlauf. Es werden mit dem Modell die offensichtlich beteiligten Intermediate erfasst. Gleichzeitig sind die Residuen, die nicht von dem Modell erfasst werden können, akzeptabel (C). Es sind keine systematischen Fehler zu erkennen.    
 Abb. 5.9 Ergebnisse der globalen Analyse der Blitzlicht-Photolyse-Messung von Os-HKR mit dem Analyse-Programm Matlab. Komponentenspektren (Komp) 1-4 nach 500 nm Laser-Belichtung von Os-HKR wurden aus den Daten errechnet (A) und modelliert (B). Daraus ermittelt wurde die zeitliche Evolution der Komponentenspektren mit den entsprechenden Zeitkonstanten (C). Die berechneten Komponentenspektren entsprechen den modellierten Komponentenspektre. Es ergibt sich eine gute Übereinstimmung mit den errechneten Komponenten und Zeitkonstanten aus der Analyse mit dem Programm Glotaran (vgl. Abb. 3.65 A und B)  
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 Abb. 5.10 Halogenid-abhängige Absorptionsänderungen bei 505 nm in Os-HKR. Zeitlicher Absorptionsverlauf bei einer Wellenlänge von 500 nm nach Zugabe von jeweils NaCl, NaBr oder NaI in einer Endkonzentration von 100 mM zu einer zuvor salzfreien Os-HKR-Probe. Die Kinetik der Konvertierung aus dem salzfreien 560 nm-Dunkelzustand in den salzhaltigen blauverschobenen Dunkelzustand D505 ist abhängig von dem Ionen-Radius, der in der Salzverbindung enthaltenen Anionen. Je größer dieser Radius ist, desto schneller verläuft der Übergang, wie an dem zeitlichen Verlauf der Absorptionszunahme bei 500 nm exemplarisch zu erkennen ist. Die hier aufgeführten Zeitkonstanten müssen als Näherungswerte betrachtet werden, da durch die Zugabe des Salzes und das Mischen der Lösung vor dem Starten der Messung, der Beginn der Übergangskinetiken nicht mit erfasst wurde. Der Vereinfachung halber wurden alle Daten mit monoexponentiellen Funktionen ausgewertet. Das resultiert in apparenten Zeitkonstanten für NaCl von ca. 5-6 min, für NaBr von ca. 1,5-2 min und für NaI von ca. 0,35 min.    
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 Abb. 5.11 Resonanz-Raman-Spektren von Os-HKR bei 293 K mit einer Laser-Anregung bei 514 nm. Vergleich der verschiedenen Ansätze zur Messung des Dunkelzustandes. Es sind unter RT-Bedingungen bei pH 7,8 in dem Differenzspektrum (Spektrum ohne Hintergrund-LED minus Spektrum mit 400 nm Hintergrund-LED, blaue Linie) viele Schwingungsmoden im C=C-Bereich des Spektrums zu erkennen. Eine isolierte Betrachtung der Signale des D505-Zustandes ist mit dieser Methode nicht möglich. Die Absenkung des pH-Wertes resultiert in einer distinkteren C=C-Region. Die Existenz von pH-Wert-spezifischen Effekten lassen sich jedoch nicht ausschließen.  
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 Abb. 5.12 Resonanz-Raman-Messungen des D505-Zustandes von Os-HKR unter tiefen Temperaturen. RR-Spektren (bei 80 K, 1 mW 514 nm) des initialen Dunkelzustandes (A), des dunkeladaptierten Zustandes (B), nach Erhitzen auf -40 °C (C), nach Erhitzen auf -40°C unter Belichtung mit 514 nm (D), nach Vorbelichtung bei RT mit blauer und grüner LED (E). Es können keine signifikanten Unterschiede zwischen der Chromophorkonfiguration des initialen Dunkelzustandes und der dunkeladaptierten Probe bei Tieftemperatur-Messungn festgestellt werden (A und B). Das Erhöhen der Temperatur von -193 °C auf 40 °C zieht keine bedeutenden Änderungen der RR-Signale nach sich (C und D). Daher kann davon ausgegangen werden, dass unter den tiefen Temperaturen keine signifikante Photointermediat-Bildung erfolgt. Die Vorbelichtung der Probe erzielt einen anteiligen Übergang in den P560-Zustand. Es sind dennoch deutliche Anteil der D505-Signale zu erkennen (E).   
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 Abb. 5.13 Kinetische Verläufe für den Zerfall des blauverschobenen Zustands (A) und für die Regeneration der Dunkelzustände (B) in salzfreier Umgebung der Mutanten Os-HKR-E181N und Os-HKR-D314N. Es wird deutlich ersichtlich, dass keine vollständige Dunkelregeneration erreicht wird nach einer Dunkelphase von ca. 40 min. Es sind große absorptive Schwankungen in den Langzeitkinetiken zu erkennen. Enthaltene große zeitliche Komponenten können deshalb nicht bestimmt werden.   
 Abb. 5.14 Vorläufiges Ergebnis der Blitzlichtphotolyse der Mutante Os-HKR-E181N nach Anregung mit einem 530 nm Laser-Puls im Zeitbereich von 0,1 µs-10 s nach dem Laser-Blitz. Zeitlicher Verlauf der Absorptionsänderungen (A), errechnete EADS (B) und enthaltene zeitliche Komponenten (C). Ein frühes rotverschobenes Intermediat (P600) zeigt einen Übergang in das blauverschobene Intermediat P394 mit einer Zeitkonstante von 17 ms. Das blauverschobene Intermediat zerfällt auf dieser Zeitskala mit einer Zeitkonstante von 11 s. Eine vergleichbare Komponente konnte auch in den UV/Vis-spektroskopischen Kinetik-Messungen identifiziert werden. Die vermutlich enthaltenen großen Komponenenten sind in diesem Zeitrahmen nicht mehr zu beobachten. Es ist nach P600-Bildung keine Bildung eines zweiten Photointermediates P570, vergleichbar mit den Messungen des Wildtyp-Proteins zu erkennen. Das schlechte Signal-zu Rauschen-Verhältnis könnte auf eine inhibierte Deprotonierung in der Mutante zurückzuführen sein. 
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 Abb. 5.15 Test des Chlorid-Einflusses auf die Absorptionseigenschaften von Micromonas pusilla Mp-HKR Absorptionsspektren von Mp-HKR nach 380 nm Belichtung (A) und 550 nm Belichtung (B) in 0,1 M NaCl (schwarze Linie) und 0,5 M NaCl (rote Linie). Die Spektren in erhöhter Salzkonzentration zeigen eine etwas verbesserte Qualität (280 nm-zu-Chromophor-Peak-Verhältnis). Ein Effekt auf das Absorptionsmaximum des Dunkelzustandes vergleichbar mit Os-HKR ist jedoch nicht zu erkennen.                     
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